


Inhalt. 





Seite 
Hagglund, Erik und Helmut Urban. Zur Kenntnis des Fichtenholz 
lignins Sop at ae eae ea eee l 
Sterkin, E. J. und J. L Helfgat. Ein neues Reagens zur qualitativen und 
quantitativen (nephelometrischen) Bestimmung von Chinin . . S 
Obrutschewa, A. Uber einige Adsorptionserscheinungen an Silber 
I, cy eR ii ee he a Om Oe ae he Re a 25 
Alexeeff, A. I. Vergleichende Studien iiber den EinfluB des Bergklimas 
Ot Gee See ee eS Sc sc 6 ee ee ee ; «: ie 
Chrzaszez, T. und D. Tiukow. Die Starkebildung bei den Schimmel 
pilzen (Penicillium Link), wie auch ihr Zusammenhang mit der Saure 
bildung i 39 
Frankel, Max. Zur Frege | nac oh einer 7 demean wierenden W istconmnleed it des 
Pepsins neben seiner sichergestellten hydrolytischen Funktion. . 53 
Remesow, Igor. Eine Mikrovorrichtung fiir Leitfahigkeitsmessungen 
der kleinsten Fliissigkeitsvolumina . . aps 
Klobusitzky, D. von. Uber die Senkungsgesc bwindighelt us ‘Erythro 
cyten mit Riicksicht auf die Hofmeistersche Llonenreihe. Il. . . 80 
Lundin, Harry. Uber die Oxydation von Glykose und atenans mittels 
alkalischer Kupferlésungen . , 91 
Uber die Oxydation von Glykose und G ily kokoll mitte sls alkalies her 
Kupferlésungen in Gegenwart von Borséure . . 107 
Lasnitzki, A. und ©. Rosenthal. Uber den EinfluB der Kationen oul des 
Garvermégen der Tumorzelle. I. . . oe) ee 
Wit, Huge. Die physikalische Entfarbbarkeit \ von Galle ade , 141 
Galwialo, M. J. und R. Dobrotworskaja, Der Einflul des E iweiBes auf 
die oxydativen und atti hen Ejigenschaften anorganischer 
Fermente .. ae yh SSeS ee 
Weiss, M. Die Farbstoffanaly se aes Sane. VII. Mitteilung: Urobilin- 
bestimmung auf spektrometrischem Wege........... 151 
Mainzer, Fritz. Uber die obere Grenze der Wasserstoffzahl und 
Bicarbonatkonzentration des Harns. . . aera 
Mainzer, Fritz und Anna Joffe. Die Restinnnune der organischen 
Saéuren und der an sie im Harn gebundenen basischen Aquivalente 
OR ea a ae a rr 
Gutstein, M. Wasserlésliches Phosphatid und Oxydase-(Nadi-) 
Reaktion . . oe) eg Te Cee Py: 
Weil, Rudolf and Martin Lendshere. Uber die Wirkungsweise des 
186 


Schilddriisenhormons : ae ee es le 
Loeckemann, Georg. Chemise o U ntersuc beeen zur Haffkrankheit. 
Beitrage zur Beurteilung der Arsenhypothese . . . here oe 
Kitasato, Torao. Weitere Synthesen von a-Ketoséuren der Kohlen 
hydratreihe. a-Keto-d-galaktonséure oder d-Tagaturonséure sowie 
a-Keto-maltobionsaure oder d-Glucosido-d-fructuronséure . . 217 
Kitasato, T. und (. Neuberg. Gewinnung von Oson-lésungen zwec rw 
Synthese von Keturonséuren . i er Pa ee Se eae 
seer tee Carl und Maria Kobel. Die Isolierung von — bei 
der Milchsaéure-garung . ; 
Rosenthal, Otte. Untersuc huneen Sher Mile helwentvune | von Ww arm 
bliitergeweben. I. Mitteilung: Die Bedingungen zum Zustande 
kommen der Extragéirung des Lebergewebes. . . ...... . 263 





IV Inhalt. 


Rosenthaler, L. Zur Kenntnis des Verfahrens von van Slyke 
Butkewitsch, WI. S. und M. W. Fedoroff. Uber die Umwandlung der 
Essigséure durch Mucor stolonifer in Bernstein- und Fumarséure 
und das Verfahren zur Trennung und quantitativen Bestimmung 
dieser Siuren . . OS ps See ee oe ee eee ee ae 
Simon, A. und P. Weiner. "Uber die Beeinflussung der Leberautolyse 
durch Insulin und Thyroxin a eS eer eae ee ee 
Scharrer, K. und J. Sehwaibold. Zur Kenntnis des Jods als biogenes 
Element. XVIII. Mitteilung: Uber die Art der Bindung des Jods 
in der Milch | ed oe ag IR lee iy ig a se 
Prianischnikow, D. Zur Frage nach der Ammoniakernaéhrung von 
héheren Pflanzén ‘ : ; 
Fehér, D. Untersuchungen ber den N- Stoffwee shsel des Waldbodens 
Glimm, FE. und F, Wadehn, Uber lipoidlésliche und a aeesaia he 
Formen des Ovarialhormons (Feminin) ea 
Glimm, E. und J. Isenbruch. Uber die Dictlinieinene kle ‘inster a 
mengen . 
Glaser, Erhard und Georg Halpern. t ber die Aktivierung des Inaulins 
durch HefepreBsaft . . 
Kiseh, Bruno und Jesaia Leibowitz. t her die Kinetik der Ac etaldehyd- 
bildung bei der alkoholischen Gaérung mit Trockenhefe . pie 
Jarussowa, Natalie. Der Einflu8 des Kochens auf den Nahrwert der 
Nahrung . . tend 
Fuchs, Hans J. Zwei 1 neue ' Laboratoriumenpparate. a a 
Pineussen, Ludwig. Fermente und Licht. XIV. gone he iiber den 
EinfluB der Temperatur bei der Lichtwirkung. Von Takeo Oya 
Methodische Mitteilungen. IX. Gemeinsame Bestimmung der 
Halogene in organischen Substanzen. Von Wadim Roman 
Uber Verafnderungen des Stoffwechsels unter Bestrahlung. IV. 
Untersuchungen iiber den Fettgehalt der Organe. Von Eugen 
Zuckerstein ht goa, Neg ay yt al gat, ae BS er ag 
Hayashi, Shigeru. Untersuchungen iiber den Lonengehalt von Mutter 
und Frucht : ; 
Steudel, H. Uber den Nac evele des Vv; itamins oA . 
Kruisheer, C. I. Zur Bestimmung der Liavulose im Harn a 
Scheunert, Arthur. Beitrag zum Vitamingehalt der Wiesen- und 
Weidegraser . Se teen ae eRe ee ee i ee ee 
Schieblich, Martin. Nachweis der Bildung von Vitamin B durch Bac. 
vulgatus (Fliigge) Migula mittels einer neuen, einwandfreien 
Met hode a ee 
Charmandarjan, M. 0. ‘Uber den EinfluB des Wassers auf die zer- 
setzende Fahigkeit der Gerstenmalzkatalase. LI. . : 
Uber eine weitere Eigenschaft der Malzkatalase. ITT. 
Sabalitsehka, Th. Uber die Malzamylase. V. Bestimmung der dextri- 
nierenden und verzuckernden Wirkung der Amylase und Vergleich 
beider Wirkungen. Von Th. Sabalitschka und R. Weidlich 
Warburg, Otto. Bemerkung zu einer Arbeit von D. Keilin 
Autorenverzeichnis “ag Ts 





Seit 
298 


302 


319 


332 


34) 
350 


361 


368 


384 


395 
405 


410 


416 


426 


432 
437 
441 


447 


462 
472 


476 
494 
496 











cit 


98 


Oz 


19 


B32 


34] 
R50 


ti | 


358 


77 


384 


R95 
On 


110 


116 


126 
132 
137 
+41 


147 








Zur Kenntnis des , Fichtenholzlignins. 
Von 
Erik Hiigglund und Helmut Urban. 
(Aus dem Institut fiir Holzchemie der Akademie Abo.) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1928.) 


In Arbeiten mit C.J. Malm! hat der eine von uns (Hdgglund) 
friihzeitig festgestellt, daB Salzsiurelignin, welches wiederholt mit 
hochkonzentrierter Salzsiure behandelt wurde, bei der Tollens- 
destillation unverinderte Mengen von sich mit Phloroglucin kon- 
densierender Substanz gab. Wir glaubten zuerst, es handelte sich 
hier um Pentosen. Aber bei naherer Untersuchung hat sich diese An- 
nahme als unrichtig herausgestellt?. Dieser Irrtum ist aber im Hinblick 
auf die Tatsache, daB Kohlehydrate sehr fest an dem Lignin haften, 
erklarlich®. 

Spiter haben Freudenberg und Mitarbeiter* den Befund, dab 
hier nicht Furfurol oder Methylfurfurol in Frage kam, bestiatigt und 
gezeigt, daB es sich um Formaldehyd handelte. Freudenberg erklart 
das Auftreten desselben in der Weise, daB in dem Lignin eine Methylen- 
oxydgruppe vorhanden ist, die ja bekanntlich bei der Tollensdestillation 
Formaldehyd gibt. 

Inzwischen haben wir in Fortsetzung unserer friiheren’ Unter- 
suchungen auf diesem Gebiet beziiglich der Formaldehydbildung 
weitere Resultate gewonnen, die hier unter anderem mitgeteilt werden 
sollen. 

Zunachst stellten wir in Ubereinstimmung mit friiheren Ergebnissen 
fest, daB Salzsaiurelignin, welches durch kurze Einwirkung von hoch. 
konzentrierter Salzsiure auf entharztes Fichtenholzmehl gewonnen 
worden war, Kohlehydrate enthilt, die erst durch mehrtagige Hydrolyse 


1 Acta Academiae Aboensis, Math. et Phys. 2, 4, 1922. 

2 Hdgglund und Bjérkman, diese Zeitschr. 147, 74, 1924; und ins- 
besondere Hdgglund und Rosengqvist, ebendaselbst 179, 376, 1927. 

3 Vgl. hierzu auch Kalb und Lieser, B. 61, 1007, 1928. 

* Freudenberg und Harder, B. 60, 581, 1927; Freudenberg, Harder 
und Markert, B. 61, 1760, 1928. 
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mit siedender 4- bis 5°,iger Schwefelsiure entfernt werden. Unter 
diesen Bedingungen gehen nicht unbetrachtliche Substanzmengen, 
die wenigstens zum Teil reduzierend wirken, in Lésung!. Dabei steigt 
der Methoxylgehalt des ungelésten Riickstandes dauernd, aber ie 
Fahigkeit, Formaldehyd abzuspalten, geht zuriick. Wir bestimmten 
den Formaldehyd durch Fallen mit Barbitursdiure in 180 com Destillat. 
Die Einwagen betrugen im Durchschnitt 0,5 bis 1,5 g. Zur Abscheidung 
der Fallungen lieBen wir die, mit dem Fallungsmittel versetzten, Destillate 
mehrere Tage unter zeitweiligem Reiben mit dem Glasstab stehen. 


Tabelle I. 
Fortgesetzte Hydrolyse von Salzséurelignin mit siedender 5°, iger Schwefel- 
siure, dazwischengeschaltetes Auswaschen der Hydrolysenriickstaénde mit 
heiBem Wasser und Analyse zu verschiedenen Zeiten. 





Hydrolyse Hydrolysenriickstand 
—_—__——_———| »Zucker* = 
im Filtrat Tollens- Methoxy! 





Nr. Ausgangsmaterial in Zeit fallune 

Std. | %o %l» 9% 
1 Salzsiurelignin. . . . . - — 4,34 14,63 
2 a S| eee > 24 7,17 8,30 15,79 
3 Rickstand von 2 | D | 24 0,71 7,41 15,95 
4 ‘ - 2 =z 24 0,36 6,68 16,09 
5 ° 5 6 ‘a. 24 0,21 640 16,22 
6 a as | 3f | 48 _ 16,35 
7 Me alee 9 48 -- 5,01 16,41 
8 5 ‘ , & 6. 20 - 4,47 16,50 

H,SO, 


Das Endprodukt der Hydrolyse war nach erfolgter Waschung mit 
Alkohol und Ather von fast derselben hellen Farbe wie das Ausgangs- 
material, was nicht auf eine Zerstérung hindeutet. Die Elementar- 
analyse gab als Resultat C = 66,59°.,, H = 5,75°.,, bezogen auf asche- 
freie Substanz. 

Fortgesetzte Hydrolyse ohne dazwischen vorgenommenes Aus- 
waschen erhéht den Methoxylgehalt langsamer, wie aus der Tabelle II 


hervorgeht. 





Tabelle Il. 
Hydrolyse Rickstand 
Nr. Material a ete: 1 Tollense 
— “5 Saure Zeit Methoxy! fallung 
%lo ® vu 
1 || Salzsaurelignin . - _ 14,63 4.34 
5% 7 Tage 16,24 5,06 


- | - 


Sch wefelsaure 


1 Vgl. hierzu Hdgglund, B. 56, 1866, 1923; Hdgglund und Bjérkman 
a.a. O. 
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Wird die Hydrolyse noch langer fortgesetzt, so tritt eine weitere 
geringe Zunahme des Methoxylgehalts ein, aber die abgespaltene Menge 
Formaldehyd, ausgedriickt als Kondensationsprodukt mit Barbitur- 
siure in Prozenten des Ausgangsmaterials, bleibt schlieBlich praktisch 
konstant, wie folgende Zahlen zeigen. 





Tabelle 111. 
Hydrolyse Ruckstand 

Nr Material lollens- 

Saure Zeit Metheny! tallung 
1 Salzsaurelignin . 2 uit -- 13,82 5,02 
2 ~ -_ore 45% 15 Tage 17,12* 4.45 

Schwefelsaure 
* Das Praparat mit 17,12 °/, Methoxyl ergab nach erschépfender Methylierung einen Kérper 


mit 30°/, Methoxyl. (Vgl. hierzu Urban, Cellulosechemie 7, 73, 1926 


Wurde das Salzsiurelignin wahrend | Stunde mit 4°, iger Salz- 

siure bei 135° unter Druck erhitzt, so stieg der Methoxylgehalt auf 

),7°, und das noch sehr hell gefarbte Praparat gab 5,1°., Barbitur- 
saurefallung. 

Bei weiterer Steigerung der Temperatur auf 150° mit derselben 
Saure wihrend 2 Stunden ging der Methoxylgehalt auf 13.4°,, zuriick. 
Die Substanz gab keine Fallung mit Barbiturséure mehr. Der dunklen 
Farbe und dem Methoxylgehalt nach zu urteilen, war das Lignin stark 
abgebaut worden. 


Bei der Behandlung des schonend dargestellten Salzsiurelignins 
mit verdiinnten Mineralsauren in der Hitze, oder auch schon mit Wasser 
unter Druck, gehen, wie erwahnt, betrachtliche Substanzmengen in 
Lésung. Deutlich ersieht man aus den Versuchen, daB das, was dabei 
in Lésung geht, einen geringeren Methoxylgehalt haben muf als das 
Ausgangsmaterial. Scheinbar bleibt auch die Gruppe, welche den 
Formaldehyd liefert, dabei nicht unberiihrt. Aus den angefiihrten 
Zahlen ist es nicht méglich zu schlieBen, ob der Formaldehyd ein Spalt- 
stiick des ganzen Lignins ist. oder ob er nur von einem vielleicht relativ 
geringen Teile desselben herstammt. 


Um weiterzukommen, untersuchten wir verschiedene Lignosulfon- 
saurepraparate bzw. Alkohol- und Eisessiglignine 


Schon friiher hatten wir gefunden, daB die Naphthylaminverbin- 
dungen der Lignosulfonsiure bei der Tollensdestillation Destillate 
gaben, die keine Substanz enthielten, welche sich mit Phloroglucin 
kondensierte. Dies haben wir auch jetzt bestitigen kénnen 


1* 
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Nun hat sich aber im Verlauf unserer Untersuchung gezeigt, dali 
Naphthylamin den Formaldehyd auffingt!, so daB er nicht mit dem 
Destillat tibergeht. Ausgesalzene Lignosulfonsiure aus Sulfitablauge 
spaltete Formaldehyd ab, und auch aus isoliertem Salzsiurelignin 
hergestellte Sulfonsiure? gab positiven Ausschlag. Lignosulfonsiure 
aber, die aus Sulfitzellstoff durch AufschluB mit hochkonzentrierter 
Salzsiure gewonnen worden war, spaltete praktisch keinen Form. 
aldehyd ab. In starkem Sulfitzellstoff verbleiben nach unseren 
Untersuchungen® etwa 10°,, des Lignins zuriick. Dies wiirde also die 
Annahme stiitzen, dab die Formaldehydbildung nur einem Teile des 
Lignins eigen ist. Wir fiihren zum Beleg folgende Versuche an 


(Tabelle IV): 
Tabelle IV. 





Nr. Lignosulfonsaurepraparate Fallmittel —— 
‘0 
1 Naphthylaminverbindung Barbitursiure 0 
2 dasselbe Phloroglucin 0 
3 Naphthylaminverbindung mit konzen- 
trierter Salzsaure behandelt . 0 
4 Lignosulfonsaiure, ausgesalzen Barbitursaure 3,7 
5 Lignosulfonsiure aus isoliert. Lignin 
hergestellt " 2,7 
6 Lignosulfonsaure aus Suilfitzellstoff a Spur 
7 dasselbe Phloroglucin 01 


Ferner haben wir eine Anzahl Alkohollignine auf ihr Verhalten 
bei der Tollensdestillation gepriift. Wir stellten diese Ligninpriparate 
in bekannter Weise* durch Behandlung von Holz oder Salzsaurelignin 
mit 0,4 bis 0,5°,, HCl enthaltendem Amyl- oder Propylalkohol her. 
Die Einwirkungszeit bei dem HolzaufschluB war 1 Stunde und bei 
dem Lignin insgesamt zweimal 2 Stunden. Die gelésten Alkohol- 
lignine wurden einmal aus 2°,iger kalter Natronlauge und zweimal 
aus Eisessig bzw. bei dem Salzsiiurelignin einmal aus Eisessig um- 
gefallt. Der ungeliste Riickstand bei den Holzalkoholysen betrug 
50°, mit 16°, ungeléstem Lignin, bei der Salzsaurelignin-Alkoholyse 
25 %,. 

Es wurde festgestellt, dafB der bei der Tollensdestillation ab- 
gespaltene Amylalkohol die Formaldehydausbeute unter den _herr- 
schenden Bedingungen nicht herabsetzt; auch schweflige Saure stért 
praktisch nicht, dagegen, wie erwartet, Naphthylamin. 


! Vgl. Morgan, Soc. 78, 550, 1898; Votocek und Vesely, B. 40, 412, 1907; 
vel. ferner J. H. Reed, J. pr. 85, 315, 1887. 

2 Vgl. Hdgglund und Johnson, diese Zeitschr. 202, 439, 1928. 

* Hadgglund, Klingstedi, Rosenqvist und Urban, H. 177, 248, 1928. 

* Hdgqglund und Urban, Cellulosechemie 9, 49, 1928. 
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Tabelle V. 





Nr Alkohollignine Fallmittel wang 
0 
1 Amyllignin aus Holz, losl. Prap. 1 Barbitursaure 0 
2 dasselbe losl. Prap. 2 Phloroglucin O5 
3 Amyllignin 1 léslich, mit tiberkonz. 
Salzsaure behandelt, acetonléslich Barbitursaure 0 
4 Amyllignin 2 léslich, mit aiberkonz. 
Salzsiure behandelt, acetonunloslich - 0,7 
5 Ungeloster Holzriickstand mit aber- 
konzentriert. HCl bebandelt " 3,2 
6 Amyllignin aus Salzsiiurelignin, ldésl. ‘. 0 
7 Ungeldster Riickstand von d. Lignin- 
alkoholyse ‘ 0 
8 Fallbad von der Ligninalkoholyse ‘ Spur 
9 Propyllignin aus Holz ° 0,8 


Wir stellten ferner noch Eisessiglignine aus schonend dargestelltem, 
hydrolysiertem Salzsaurelignin in der Weise dar, da das Lignin mit 
siedendem Eisessig bei Gegenwart von 0,4°,, Salzsiure 1 Stunde lang 
behandelt wurde. Dabei gingen 43 °,, des Ausgangsmaterials in Loésung. 
Das Geléste wurde mit Wasser zur Abscheidung gebracht und dann 
aus Aceton umgefalit. Weder das auf diese Weise geliste Lignin, noch 
der unlésliche Riickstand gaben nach der Tollensdestillation Fallungen 
mit Barbitursaure. 


Im weiteren Verlauf unserer Untersuchungen priiften wir das 
Verhalten von Piperonylsiure! bei der Behandlung mit Amylalkohol 
bzw. Eisessig unter den oben angefiihrten Bedingungen. Reine Piperony]- 
siure, Schmelzpunkt 228,.5°, wurde in Isoamylalkohol bei Gegenwart 
von 0,5"., Salzsiure 2 Stunden lang gekocht. Der entstandene Amyl- 
ester wurde nach Entfernung des iiberschiissigen Alkohols im Vakuum, 
mit wasseriger Natronlauge unter Zusatz von etwas gewodhnlichem 
Alkohol bei Siedetemperatur verseift und die unverinderte Saure 
durch Zusatz von Salzsiure nach dem Einengen gefallt. Die Ausbeute 
betrug 80°), der Schmelzpunkt sowie der Mischschmelzpunkt waren 
228,5° C. 


In gleicher Weise untersuchten wir das Verhalten von Piperonyl- 
siure gegen siedenden Eijsessig in Gegenwart von 04°, Salzsaure. 
Die Einwirkungszeit betrug 1 Stunde. Dann wurde der Eisessig im 
Vakuum abgedampft und die zuriickbleibende unveranderte Piperonyl- 
siure in der iiblichen Weise aufgearbeitet. Das gesamte Ausgangs- 
material wurde zuriickgewonnen. Schmelzpunkt und Mischschmelz- 
punkt waren 228.5° 


1 Dargestellt nach Fittig und Mielch, A. 152, 40, 1869. 
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Aus dem Angefiihrten glauben wir schlieBen zu diirfen, daB unter 
den Bedingungen der Darstellung von léslichen Ligninen mittels hoch- 
siedenden Alkoholen bzw. Eisessig in Gegenwart von geringen Mineral 
siuremengen, im Gegensatz zu Piperonylsiure, der Formaldehyd 
zum groBten Teile abgespalten wird. In diesem Falle diirfte er unter 
den bei der Alkoholyse herrschenden Bedingungen sich sofort in das 
Diacetal umwandeln'. 

Wir priiften das Verhalten von Formaldehyd unter den Bedingungen 
der Alkoholyse. Paraformaldehyd wurde bei Gegenwart von 0,4°, 
Salzsiure 1 Stunde lang in siedendem Amylalkohol behandelt. Dann 
wurde die Mineralsaure mit Wasser ausgeschiittelt und der iiberschiissige 
Amylalkohol im Vakuum abgedampft. Es blieb eine farblose, dlige 
Fhissigkeit zuriick, die auch bei 100° im Vakuum nur duBerst langsam 
iiberging. Es stellte sich als fast vollkommen reines Diisoamylmethylal 
heraus, welches bei 206 bis 210° unter normalem Druck siedete und im 
Gegensatz zu den Angaben der Literatur? einen durchaus nicht un 
angenehm zu nennenden Geruch hatte. Die Ausbeute betrug 80°, 
ein Teil des Formaldehyds war nach der einstiindigen Einwirkungszeit 
noch nicht umgesetzt worden. Dieses Acetal lie} sich unter den Be- 
dingungen der Tollensdestillation spalten. 

Wir vermuten, wie schon erwahnt, daB diese Reaktion in ahnlicher 
Weise bei der Alkoholyse von Lignin mit dem primar abgespaltenen 
Formaldehyd eintritt und das so gebildete Acetal dann durch die 
Umfallung des Lignins von diesem getrennt wird bzw. infolge seiner 
geringen Konzentration beim Abdampfen der Lésungen fliichtig geht. 
Hier kénnen wir anfiihren, daB das alkoholische Destillat nach den 
Aufschliissen schon in der Kalte mit Phloroglucin und Salzsaure 
Firbungen zeigte, sowie dab die eingeengten Fillbader nach der Tollens- 
destillation Spuren von Fallungen gaben. 


Zusammenfassung. 

1. Durch kurze Einwirkungszeit von iiberkonzentrierter Salzsaure 
auf entharztes Fichtenholz dargestellte Lignine enthalten noch be- 
triichtliche Mengen von Kohlehydraten, die durch siedende 4- bis 
5°. ige Mineralsiuren in 1 bis 2 Tagen ohne Schidigung des Materials 
entfernt werden kénnen. Bei weiter fortgesetzter Hydrolyse mit diesen 
Siuren und dazwischengeschaltetem Auswaschen, steigt, ohne dab 
mehr wesentliche Substanzverluste eintreten, der Methoxylgehalt 
langsam bis 17°,,, wahrend der nach Tollens abspaltbare Formaldehyd 
bis aut etwa 0,4°,, zuriickgeht. 


1 Vgl. Ghysels, Bull. Soc. Chim. Belgique 33, 57, 1924; Chem. Centralbl. 
1924, II, 2240. 
2 Arnhold, A, 240, 200, 1887. 
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tor 2. Lignosulfonséurepraparate lieferten, je nach der Darstellung, 
ch. bei der Tollensdestillation in wechselnden Mengen Substanzen, die sich 
al mit Barbitursiure kondensieren. Das Naphthylamin in Naphthyl- 
yd aminpraparaten bindet den Formaldehyd in der Weise, dab er bei der 
ter Tollensdestillation nicht mehr in Erscheinung tritt. 

3. Amyl- und Propyllignine aus Holz sowie aus Salzsiurelignin 
dargestellt, liefern bei der Tollensdestillation praktisch keinen Form- 
aldehyd. Dies trifft auch fiir Eisessiglignine zu. 

t 4. Piperonylsiure spaltet unter den Bedingungen der Lignin- 
: darstellung mit Amylalkohol bzw. Eisessig keinen Formaldehyd ab. 

5. Formaldehyd geht unter den Verhaltnissen der Amylalkoholyse 

in Diamylmethylal tiber. 
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Ein neues Reagens zur qualitativen 
und quantitativen (nephelometrischen) Bestimmung von Chinin. 


Von 
E. J. Sterkin und J. I. Helfgat. 


(Aus dem Ukrainischen Institut fiir Protozoenforschung und der Infektions- 
klinik des Medizinischen Instituts Charkow.) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1928.) 


I. Einleitung. 
Die bisher gebrauchlichen Methoden zur Bestimmung des Chinins 
beruhen auf mehreren Prinzipien. 
Am iiblichsten ist das Verfahren, nach dem das Alkaloid in schwer- 
lésliche Verbindungen iibergefiihrt wird, wobei dasselbe entweder als mehr 


oder minder grober Bodensatz aus der Lésung ausfallt oder eine Opaleszenz 
von verschieden starker Intensitaét verursacht. Hierher gehéren folgende 


Verfahren : 
1. Ausfaillung mit Gerbsaiure [Kerner (1)]. 


2. Pa » Platinbichlorid [Lehmann (1))]. 
3. rm » Kaliumjodid-Jodlésung [Bouchardat, Wiale, 
Thau (1)). 
4. - » Wismutjodid in Kaliumjodidlésung [Schneider (1)}. 
5. os » Cadmiumjodid in Kaliumjodidlésung [Marmé(1)]. 
6. o » Phosphormolybdanséure [De Vriy, Sonnen- 
schein (1)]. 
7. = » Phosphorwolframséure [Schulze (1)]. 
8. - » Phosphorantimonséure [Kerner (1)]. 
9. * » Phosphorvanadiumséure [Kerner (1)]. 
10. = » Kaliumquecksilberjodid [Winkler u. a., Giemsa(1)]}. 


Noch einige Fallungsmittel wurden in Vorschlag gebracht, erreichten 
aber keine Verbreitung. 


Alle obengenannten Reagenzien ergeben in Chininlésungen — 
falls dieselben 1 : 100000 bis 1 : 400000 nicht iibertreffen — eine mehr 
oder weniger bedeutende Opaleszenz, was von einem relativ hohen 
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Dispersitatsgrad der ausgefallten Verbindung zeugt. Dies brachte uns 
auf den Gedanken, zu versuchen, das Chinin mittels des Vergleichs 
der Opaleszenzintensitat im Nephelometer (Phinomen von J'yndal) 
quantitativ zu bestimmen; dies taten wir aus der Erwigung heraus, 
daB die Konzentration der Substanz bei unbedingt konstantem Dis- 
persitatsgrad der Intensitit der Opaleszenz direkt proportional ist. 


Wir wahiten das empfindlichste der oben beschriebenen Reagenzien, 
das Kaliumquecksilberjodid (K,HgJ,), wie es von Giemsa und Schau- 
mann (2) vorgeschlagen wurde. Dieses zurzeit weit verbreitete Reagens 
wird nach seinem ersten Untersucher das Giemsa-Reagens genannt. Es 
wird folgendermaBen hergestellt : 

1. 27g Sublimat werden in 1500 ccm heiBen, destillierten Wassers 
gelést. 

2. 100g Kaliumjodid werden in 500 ccm kalten Wassers gelést, nach 
dem Abkiihlen werden die beiden Lésungen vermischt und es werden 
20cem LEisessig hinzugesetzt; der am Anfang erscheinende orange- 
farbige Niederschlag mu8 sich in der Folge vollkommen auflésen. Die 
Lésung ist im Dunkeln zu verwahren zur Vermeidung der Jodausscheidung, 
obgleich das Vorhandensein desselben in geringer Menge nicht schadet. 
Das Giemsa-Reagens liefert in Chininlésungen eine Opaleszenz bis zu einer 
Verdiinnung von 1: 200000; nach einigen Autoren ist eine Opaleszenz 
bisweilen, aber nicht stets, in einer Verdiinnung von 1: 400000 nach- 
weisbar. Auch hier konnten wir das Auftreten einer Opaleszenz noch in 
einer Verdiinnung von | : 400000 beobachten; derartige Ergebnisse kamen 
in etwa 50%, der Fille vor, es gelang uns aber nicht, ihre Entstehungs- 
bedingungen zu entdecken. 

Die quantitative Bestimmung des Chinins mittels des Giemsa-Reagens 
wurde von Cahn-Bronner (3) empfohlen, dieser Verfasser gebrauchte das 
Reagens jedoch nur zum qualitativen Nachweis. In neuester Zeit wurde 
dies Reagens von Schwedski (4) zur quantitativen Bestimmung des Chinins 
vorgeschlagen ; das von diesem Autor empfohlene Verfahren besteht darin, 
daB8 die Fliissigkeit, in der Chinin nachzuweisen ist, so lange mit Wasser 
verdiinnt wird, als das Hinzufiigen des Reagens noch eine Opaleszenz 
zur Folge hat. Der Autor nimmt die Konzentration des Chinins bei dieser 
letzten Verdiinnung als gleich 1: 200000 an. Kennt man also den Ver- 
diinnungsgrad der zu untersuchenden Flissigkeit, so laBt sich’ die Kon- 
zentration des Chinins in dem Ausgangsmaterial bestimmen. Das Vor- 
handensein der Opaleszenz geschieht unter Kontrolle des Auges. 

In analoger Weise wird Chinin nach dem Verfahren von 1'schap- 
kewitsch (5) quantitativ bestimmt; nach diesem Autor wird die Fliissigkeit 
bis zu dem Augenblick mit Wasser verdiinnt, bis unter vorsichtiger Auf- 
schichtung des Reagens ein Triibungsring entsteht. 


Il. Priifung des Giemsa-Reagens. 


Das Reagens wurde frisch angefertigt, zweimal durch ein und dasselbe 
Filter gelassen und dann in einem GefiS aus dunklem Glas aufbewahrt. 
Gleich allen anderen zu quantitativen nephelometrischen Bestimmungen 
gebrauchten Reagenzien muS auch dieses gewisse Eigenschaften besitzen, 
von denen die folgenden die wichtigsten sind : 1. Die Fahigkeit, eine homogene 
stabile Opaleszenz zu liefern, und 2. die erzielte Opaleszenz mul genau 
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reproduzierbar sein bzw. dcr Dispersitatsgrad des erzielten Kolloids mu 
konstant sein. 

Da die Opaleszenz homogen genug ist, wenn man mit geniigend stark 
verdiinnten Chininlésungen (von 1: 10000 an und dariiber) arbeitet, so 
bestand unsere Aufgabe darin: 1. die Stabilitaét der Opaleszenz und 2. ihre 
Reproduzierbarkeit festzustellen. (Laut Angaben von Schwedski u. a. soll 
das Giemsa-Reagens in einigen Fallen mit solchen Blutextrakten eine 
Opaleszenz liefern, die bestimmt kein Chinin enthalten.) 

Zwecks Lésung der ersten Aufgabe wurde folgender Versuch an- 
gestellt: in vier Probiergliser des Nephelometers (nach Kleinmann) werden 
je 12 cem einer 1: 100000 Lésung von salzsaurem Chinin getan. In das 
Probierglas Nr. 1 werden 12 Tropfen des Reagens hinzugefiigt (mach An- 
weisung von Giemsa und Schaumann kommt je 1 Tropfen Reagens auf 
jeden Kubikzentimeter der Fliissigkeit ), das Probierglas wird in den Nephelo- 
meter gestellt, das auf den zehnten Teilungsstrich der Skala aufgestellt 
wird. 10 Minuten spiter wird in der nimlichen Weise Probierglas Nr. 2 
vorbereitet, 20 Minuten darauf Nr. 3, 30 Minuten spater Nr. 4; dieselben 
Probiergliser werden 1 Minute nachdem sie fertiggestellt sind mit dem 
Probierglas Nr. 1 (Standard) verglichen, das ohne Veranderung auf 10 
stehengeblieben ist. Die Ergebnisse der Versuche zeigt Tabelle I. 





Tabelle I. 
Nr. der Probierglaser : 2 3 4 
Nach 10 Min. 20 Min » Min. 
Standardprebierglas Nr.1 . . 10 10 10 
Durchschnittswert von finf Bestinimungen : 9,7 8,7 8,3 
RNIN 65 ia is gis Wie eo 0,38 1,3 1,7 
Oe, ce a ae 3 8 17 


Aus der Tabelle I ist ersichtlich, daB die Intensitaét der Opaleszenz im 
Standardprobierglas im Laufe der Untersuchung unaufhaltsam abnahm. 
Es wurden im ganzen sechs derartige Versuche angestellt. Die Messungen 
wurden 20 bis 60 Minuten lang vorgenommen. Nach Verlauf einer Stunde 
ist eine Anderung der Intensitét der Opaleszenz schon mit bloBem Auge 
sichtbar. Die Resultate aller Versuche wiesen den namlichen Typus auf, 
ohne gleich zu sein. Es gab Versuche, da der Sturz des Intensitaétsgrades 
der Opaleszenz noch steiler war. Augenscheinlich wirkt hier neben dem 
Phainomen der Koagulation noch eine parallel dazu verlaufende Erscheinung 
mit, die Unreproduzierbarkeit, wie wir es spater feststellten. Dabei ist zu 
bemerken, da8 nach mehreren Stunden des Stehenlassens (8 bis 10) die 
Opaleszenz allmaihlich abnimmt und schwindet; die Lésung wird voll- 
kommen durchsichtig und am Boden bildet sich ein weiBer, ziemlich dichter 
Niederschlag. 

Des weiteren wurden Versuche zur Feststellung der Reproduzierbarkeit 
der Opaleszenz vorgenommen. Aus der Gesamtzahl von 16 Versuchen 
fiihren wir einige an, deren Ergebnisse in Tabelle II wiedergegeben sind. 
Die Versuchsanordnung war die folgende: In verschiedenen Probierglasern 
des Nephelometers wurden gleichzeitig zu je 12 ccm einer Lésung salzsauren 
Chinins (1: 100000) je 12 Tropfen des Giemsa-Reagens hinzugefiigt; die 
Untersuchung wurde 1 Minute nach der Bereitung vorgenommen. Das 
Standardprobierglas war im Nephelometer auf 10 der Skala gestellt. 
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Tabelle Il. 





Nr. der Probierglaser : 2 3 4 5 
> a rere eee 10 10 10 10 
Durchschnittswert von fanf Bestimmungen S.4 13.5 9,2 11,6 
Unterschied (Differenz). ....... 1.6 3.5 OS 1.6 
a eee eee + 16 35 +8 16 


Wie es Tabelle II erkennen labt, ist die Intensitat der Opaleszenz un- 
reproduzierbar, offenbar infolge der verschiedenen Grade der Dispersitat 
des ausgefiallten Kolloids. In den angefiihrten Versuchen schwankt der 
Fehler zwischen + 16 und — 35°, kann aber auch bedeutend gréBer sein. 


Ebenso unbefriedigende Resultate erzielten wir bei der Bestimmung 
der Multiplizitat der Opaleszenzintensitat in Beziehung auf die Multiplizitat 
der Konzentrationen der Chininlésungen. Im ganzen wurden 15 solche 
Versuche ausgefiihrt ; die Ergebnisse einiger davon zeigt Tabelle III. Die 
Versuchsanordnung war wie folgt: es wurden zwei Chininlésungen ver- 
glichen, wovon die eine in einer Verdiinnung von 1: 100000 und die andere 
in einer solchen von 1 : 200000 genommen war. Das Reagens wurde gleich- 
zeitig hinzugefiigt und die Probiergliser 1 Minute nach der Bereitung 
verglichen. 

Tabelle III. 





Nr. der Versuche : 1 2 3 4 5 6 7 8 
Chinin 1:100000. . . . 10 10 10 10 10 10 10 10 
= 1:200000. . . 22.7 221 284 263 283 364 281 394 


Unterschied von dem zu er- 
wartenden Resultat (20) ay i Se 8.4 63 83 164 8.1 104 
Unterschied in %.... 13 10 42 31 41 82 41 52 


~ 


In unseren Versuchen waren die Chininkonzentration 1: 2, die Inten- 
sitét der Opaleszenzen zeigte aber in keinem Falle ein solches Verhiltnis, 
augenscheinlich infolge der verschiedenen Grade der Dispersitét. Die 
Fehlergrenze der Methode war in diesen Versuchen bis 80°. 

Ahnliche Versuche wurden auch mit anderen Konzentrationen des 
Chinins angestellt, die Ergebnisse waren dabei auch unbefriedigend. 

Auf Grund der angefiihrten Versuche kamen wir zu dem Schlub, das 
Giemsa-Reagens sei zur quantitativen nephelometrischen Chininbestimmung 
véllig unbrauchbar. 


Ill. Neues Reagens. 


Nachdem wir dazu gekommen waren, die Méglichkeit mit dem 
Giemsa-Reagens zu arbeiten, ablehnen zu miissen, beschlossen wir. 
uns nach einem anderen Reagens umzusehen; da alle tibrigen (oben 
bereits erwihnten) Reagenzien in ihrer Empfindlichkeit hinter dem 
Giemsa-Reagens zuriickstanden, so beschlossen wir, von der Idee 
Chouchaks (6) Gebrauch zu machen, der zur kolorimetrischen Be- 
stimmung von Arsen ein Chininmolybdanreagens empfiehlt, das mit 
fiinfwertigen Arsenverbindungen eine Opaleszenz liefert. Das Reagens 
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ist 4uberst empfindlich und gestattet, Arsen noch in einer Menge von 
0,00002 mg (!) nachzuweisen. Die besten Resultate werden jedoc! 
bei einem Gehalt von 0,008 bis 0,035 mg Arsen in 25 ccm Fliissigkeit 
erzielt. 

Dabei sei hervorgehoben, daB Kleinmann (7) sich der Idee von Choucha! 
zur nephelometrischen Bestimmung von Arsen bediente, indem er das 
Chinin durch ein anderes Alkaloid, das Cocain ersetzte. (Weil die Flu: 
reszenz des Chinins, welches sich in Chouchaks Reagens im UberschuB befand., 
die Nephelometrie stérte.) 


In Analogie zu dem Vorhergesagten schien es uns méglich, ein 
Arsenmolybdanreagens anzufertigen und seine Fahigkeit nachzuweisen 
in ChininJésungen eine Opaleszenz zu produzieren. Soweit uns bekannt, 
wurden Arsenmolybdansalze noch nie zur Bestimmung von Chinin 
vorgeschlagen. Eine analoge Verbindung — die Phosphormolybdan 
siure und ihre Salze — wird schon seit langem als Fallungsmittel der 
Alkaloide gebraucht, ihre Sensibilitat in bezug auf Chinin ist aber 
geringer als diejenige des Reagens von Giemsa. 


Das neue Arsenmolybdanreagens wurde zubereitet, indem Na, As O,- 
Lésungen mit einer Lésung von molybdansaurem Ammonium 
((NH,).MoO,; nach T'readwell (7) ist die Formel des kauflichen Pra- 
parats (NH,),Mo,0,,+ 4 H,O] und verdiinnter Salzsiure versetzt 
wurden. Dabei wird nach Treadwell die im Falle eines Uberschusses 
der arsenigsauren Salze alkalischer Metalle entstehende, anfangs schwer 
lésliche Verbindung, die der Forme] 


(MoQ,),—O.NH, 
O = As. (MoQ,),—O.NH, 
(MoO,),—-O.NH, 


entspricht, aufgelést, wobei andere kompliziertere und arsenreichere 
Verbindungen entstehen. 


IV. Priifung des neuen Reagens zur qualitativen Bestimmung des Chinins. 

Um zu Zwecken der Nephelometrie tauglich zu sein, mu8 das von uns 
hergestellte Reagens folgende Eigenschaften aufweisen : 

1. Es mu optisch leer sein. 

2. Es muB sich lange aufbewahren lassen, ohne sich zu verandern. 

3. Es mu8 gegeniiber Chinin sehr sensibel sein. 

4. Mit Chininlésungen muS das Reagens eine fiir die Nephelometrie 
brauchbare Opaleszenz hervorbringen, d.h. eine homogene, stabile Opa- 
leszenz, die jedesma] von demselben Dispersitatsgrad ist. 

5. Das Reagens soll mit Extrakten aus Blut und Geweben, die kein 
Chinin enthalten, keine Opaleszenz liefern. 

Die Aufgabe bestand also darin, die optimalen, allen erwahnten Punkten 
entsprechenden Beziehungen der Ingredienzien zu ermitteln. 
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In bezug auf Punkt | traten wahrend der ganzen Dauer der Versuche 
xeinerlei Zweifel auf, da das Reagens bei allen von uns gepriiften Wechsel- 
veziehungen optisch leer blieb, d.h. weder Opaleszenz- noch Fluoreszenz- 
erscheinungen erkennen lie(. 

Bereits in Versuchen, die der Orientierung dienten, erwies es sich, 
iaB das Reagens mit Chininlésungen eine Triibung ergeben kann. Wir 
stellten 26 Versuche an, um seine optimale Sensibilitét zu ermitteln. Die 
Experimente, welche unbefriedigende Resultate hatten, sollen hier un- 
erwahnt bleiben, wir wollen vielmehr als Beispiel einige der letzten ent- 
scheidenden Versuche anfiihren. 

Versuch 25. Man bereitete Lésungen von molybdaénsaurem Ammonium 
zu il, 2,3 und 4%, Lésungen von arsensaurem Natrium zu 0,08; 0.1%, 
0,12; 0,15°, und 0,20°, und eine 1 °(ige Salzsiurelésung. Die erwihnten 
Lésungen wurden zu gleichen Mengen vermischt und eine bestimmte Menge 
davon zu einer wasserigen Lésung salzsauren Chinins (1: 100000) hinzu- 
gefiigt. Die Resultate sind aus Tabelle IV ersichtlich. 


Tabelle IV. 





aay * 
~ : 
py a Konzentration der Nag As O,-Lésung — 
molibdan- Salzsaures 
saurem losung 
Ammonium 
O/oig 0,08 © cig 0,1 °/oig 0,12 °/oig 0,15 °/ pig 0,2 °/oig /oig 
| 1 2 3 2 l 1 
2 3 4 5 4 3 1 
3 2 3 4 3 2 i 
4 2 3 4 3 3 I 


Die Intensiit der Opaleszenz schétzten wir subjektiv nach einem 
5-Ballensystem ; da die Triibung fast sofort entstand und ungefahr 20 Minuten 
lang an Intensitét zunahm, so wurden die Ergebnisse nach Verlauf von 
20 Minuten abgelesen. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, war die Opaleszenz in dem Falle am 
starksten, wo ein Reagens hinzugefiigt wurde, das aus gleichen Teilen 
einer 2° igen Lésung molybdainsauren Ammoniums und 06,12°, arsen- 
sauren Natriums bestand, wobei beide Lésungen mit Salzsiure angesiuert 
waren. Dabei ist zu bemerken, daB vorangegangene Versuche die Brauchbar- 
keit starkerer oder schwacherer Konzentrationen von Na,AsO, und 
(NH,).MoO, durchaus ablehnen lieBen. 


Tabelle V. 





Nt MoO. aor ~waers Konzentration der Na; As O,-Lésung 
Lésung Salzsaurelésung 
0 olg %/oig 0,08 ° oig 0,12° ig 0.15 o'” 
1 2 3 2 
2 2 3 5 3 
— 3 0 5 1 
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Die Tabelle zeigt uns, daB die Opaleszenz am intensivsten war, wenn 
eine 2°%ige Salzsiurelésung angewendet wurde. Stellt man die Ergebnisse 
der Tabellen TV und V zusammen, so muS angenommen werden, daB es 
zum Erzielen der intensivsten Opaleszenz notwendig ist, gleiche Mengen 
einer 2° igen (N H,),Mo0O,-Lésung, einer 0,12°,igen Na,As0,-Lésung und 
einer 2° igen Salzsdurelésung miteinander zu versetzen. 

Des weiteren stellten wir eine Reihe Versuche an, um die Sensibilitats- 
grenze des oben beschriebenen Reagens festzustellen. Die Ergebnisse bringt 
Tabelle VI. 

Tabelle VI. 








rv 
ae i 
ss In jedes Probierglas kommen je 5 ccm salzsauren Chinins in folgenden Verd g § 
as > 

= 7 
on a 
3 —— - - > ik 
es s 
es, 1 1 1 1 1 1 1 1 1 i pe r= 
FS .£ 100 000 200 000 300 000 400 000 500 000 600 000/700 000 800 000 1 000 000 2 000 000 3.000 000 £ 
ccm = 
0 i i i i i —_ 

5 Mit steigender Verdinnung nimmt die Tribung Trabung feblt 

immer mehr ab 
1,0 Mit steigender Verdiinnung nimmt die Trabung immer Trabung 
mehr ab fehlt 
2.0 A) “ ferdii i , di ae" 
lit steigender Verdiinnung nimmt die lribung fehlt 


Traibung immer mehr ab 
Derselbe Versuch mit Giemsa-Reagens 
t 


Triabung ; an 
verschwindet allmahlich Trabung fehlt Trabung fehlt 


* 5 Tropfen GiemsasReagens hinzugetigt. 


Es darf somit als festgestellt angesehen werden, dai eine Verdiinnung 
von 1: 2000000 als die Grenze der Sensibilitat des Arsenmolybdanreagens 
anzusehen ist, wobei 1 ccm Reagens zu je 5cem der zu untersuchenden 
Fliissigkeit hinzugefiigt werden mu8. Die oben erwihnten Messungen 
wurden mit unbewaffnetem Auge durchgefiihrt; wird mit einem Nephelo- 
meter gearbeitet, so ist das Tyndal-Phainomen noch bei einer Verdiinnung 
von 1: 10000000 (!) nachweisbar; als Kontrolle diente in diesem Falle 
destilliertes Wasser ohne Reagens und solches mit Zusatz des Reagens. 

Ferner wurden Versuche angestellt, um die Stabilitaét der erzielten 
Opaleszenz nachzuweisen. Zu diesem Zwecke wurden je 5 cem einer Lésung 
salzsauren Chinins in einer Verdiinnung von 1: 100000, 1: 200000 usw. 
bis 1: 2000000 einschlieBlich in eine Reihe von Probierglasern gebracht, 
dann wurde je lcem des Arsenmolybdanreagens in jedes Reagenzglas 
hinzugefiigt und dieselben stehengelassen; nach Verlauf einer bestimmten 
Zeitspanne wurde die An- bzw. Abwesenheit der Opaleszenz notiert. Zum 
Vergleich wurden Probiergliser mit den gleichen Lésungen von salzsaurem 
Chinin fertiggestellt und das Giemsa-Reagens zu ihnen beigefiigt. Die 
Resultate bringt Tabelle VII. 

Tabelle VII zeigt, daB die auf Zugabe des Arsenmolybdanreagens 
eintretende Opaleszenz von bedeutender Konstanz ist (bis 96 Stunden bei 
einer Verdiinnung des Chinins 1 : 100000). 
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Tabelle VII. 





Losung Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (—) der Opaleszenz nach 


einer Verdiinnung 1 Std 12 Std 24 Std. 48 Std 72 Std 96 Std 


t 


100 000 
200 000 
400 000 


1 + + + 
1 T 

 & 

1: 600000 

1 

1 

1 


+ — 


++ 
b+ 


ae 


: 800000 
: 1000 000 
: 2000 000 


+++++44 
+++ 
; 
| 


Um die véllige Brauchbarkeit des Reagens zur qualitativen Be- 
stimmung des Chinins nachzuweisen, muBten auBer den genannten 
Eigenschaften auch noch seine Spezifitat bestimmt werden. Dazu 
wurde folgendes von uns ermittelt: 1. Die Méglichkeit, Chinin in nativem 
Harn zu bestimmen; 2. die Méglichkeiten, dasselbe in Organextrakten 
und Blut zu bestimmen und 3. die Méglichkeit, Chinin in Anwesenheit 
anderer Alkaloide zu bestimmen. 

Zur Lésung der ersten Frage stellten wir eine Reihe Versuche an, in 
denen das Reagens zu nativem und verdiinntem Harn hinzugefiigt wurde, 
der kein Chinin enthielt. Die Ergebnisse dieser Versuche wurden in 
Tabelle VIII dargestellt. 

Tabelle VIII. 





> 
2.5ccm Harn 2ecm Harn lecm Ham 0,5cem Harn 
‘ poem — - +25 . Wasser +3 . Wasser + ~ Wasser +45 . Wasser 
° ge +1 - Reagens +1 . Reagens +1 . Reagens +1 ~ Reagens 
Tribung Tribung Tribung Opaleszenz Opaleszenz 


Die Tabelle zeigt uns, daB das Reagens stindig eine Triibung sowohl 
in nativem als auch in verdiinntem Harn hervorruft, sogar falls der Harn 
ums Zehnfache verdiinnt ist. Deswegen ist ein direkter Nachweis von 
Chinin im Harn unméglich, sogar wenn der Harn verdiinnt ist. 

Zur Lésung der zweiten Frage, namentlich derjenigen nach def Méglich- 
keit, Chinin in Blut- und Gewebsextrakten nachzuweisen, mubBte fest - 
gestellt werden, ob das Reagens mit Blutextrakten, die kein Chinin ent- 
halten, einen Niederschlag oder eine Opaleszenz liefern wiirde. 

Die Extrahierung wurde folgendermaBen durchgefiihrt: 10 cem Blut 
eines normalen Hundes oder Menschen, der keine Arzneien zu sich nahm, 
wurden in einem weiten Probierglas mit 2 g durchgliihten Na, SO, versetzt, 
das Probierglas kam in ein siedendes Wasserbad und es wurde mittels 
eines Wassergeblises trockene (durch einen Trockenapparat gelassene) 
Luft durch das Probierglas gesaugt. Nach 2 bis 3 Stunden war eine voll- 
kommene Austrocknung des Blutes erzielt. Das trockene Blut laibt sich 
leicht von den Wandungen des Probierglases abschaben, es wird in einen 
Porzellanmérser gebracht, wo es sorgfailtig gerieben wird, worauf man es 
in einen Scheidetrichter bringt, der 250 cem faBt, und dreimal 24 Stunden 
lang mit Ather und zweimal 24 Stunden lang mit Alkohol extrahiert. Der 
Alkohol und der Ather werden im Wasserbad abgeschieden, der Riickstand 
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in Wasser filtriert, bis auf 10 cem aufgefiillt, wonach man 1 ccm Reagens 
zu 5cem Filtrat hinzufiigt. Die Versuche zeigten in 50% der Fille eine 
Opaleszenz von der gleichen Art, als wenn das so bearbeitete Blut Chinin 
enthalten hitte. Dabei ist es interessant, hervorzuheben, daB auch das 
Giemsa-Reagens im Blute, das in gleicher Weise bearbeitet wurde, eine 
Opaleszenz hervorruft, wie es auch Schwedski (4) nachweisen konnte. Da 
die Opaleszenz nicht in allen Fallen auftritt und — falls sie erscheint — 
den gleichen Intensitétsgrad aufweist, so war es unmdglich, irgendwelche 
Korrektionen vorzunehmen. Dies zwang uns, das zur Extrahierung an- 
gewandte Verfahren zu andern, und es gelang uns nach vielen Experimenten 
und diversen Kombinationen, einen giinstigen Effekt zu erzielen. Ohne 
auf die ungiinstigen Versuche einzugehen, fiihren wir den giinstigsten Fall 
der Extrahierung an. Um Wiederholungen zu vermeiden, wird die Methode 
der Extrahierung in der Form angefiihrt, wie wir sie des weiteren zur quan- 
titativen Bestimmung des Chinins anwendeten. 10ccm Blut wurden in 
einem weiten Probierglas aus solidem Glas mit etwa 2g durchgliihten 
Na,SO, versetzt, das Probierglas in ein siedendes Wasserbad gebracht und 
trockene Luft durch dasselbe gesogen, was 15 Minuten dauerte, wonach 
das schon etwas eingetrocknete Blut (das eine Leberkonsistenz aufwies) 
mit einem Spatel méglichst gut zerkleinert und in der gleichen Weise noch 
2% bis 3 Stunden getrocknet wurde; dieser Zeitraum ist ganz geniigend, 
um das Blut vollkommen trocknen zu lassen. Das ganze getrocknete Blut 
wird in einen Morser getan (ein Achatmérser ist vorzuziehen), daselbst 
sorgsam zerkleinert und quantitativ in einen Scheidetrichter von 300 ccm 
Inhalt gebracht (der Trichter darf nicht kleiner sein). Extrahierung mit 
Alkohol unter méglichst oftem Schiitteln im Laufe von 24 Stunden; der 
Alkohol wird durch eig dichtes Filter in einen Kolben abfiltriert, in 
welchen spaiter auch alle ‘nachfolgenden Extrakte nach Filtrierung ge- 
langen ; das Filter wird zur weiteren Extrahierung mit den daran haftenden 
festen Teilchen in den Scheidetrichter geworfen. SolchermaBen wird 
nochmals eine 24stiindige Extrahierung mit Alkohol (einmal), eine drei- 
malige zu je 24 Stunden mit Ather und dann eine 24stiindige mit einer 
etwa zentinormalen Salzsaiurelésung vorgenommen; alle Extrakte werden 
in einen und denselben Kolben abfiltriert, wobei das dort enthaltene 
Filtrat zuvor abdestilliert wird, die Filter aber werden in den Scheide- 
trichter gebracht. Nach der Extrahierung wird der trockene Riickstand 
der Filtrate unter Erwarmung in einer n/100 Salzséurelésung aufgelést, 
nach Erkalten in einen reinen Kolben abfiltriert, das Filter spiilt man 
aber zur Vermeidung von Verlusten zweimal mit angesiuertem Wasser, 
das ebenfalls in denselben Kolben gegossen wird. Das Wasser wird im 
Wasserbad bis zum Trockenzustande abdestilliert, der Riickstand in etwa 
10 cem Chloroform gelést, nach der Auflésung in einen trockenen Kolben 
abfiltriert, und das Filter mit Chloroform nachgespiilt, wonach die Spiil- 
fliissigkeit in denselben Kolben kommt. Sodann wird das Chloroform bis 
zum Trockenzustande auf dem Wasserbad abdestilliert, der Riickstand 
in etwa 10cem einer n/50 Salzséiurelésung aufgelést und nach erfolgter 
Auflésung (ungefiihr nach 30 Minuten) in ein trockenes, auf 15 ccm kali- 
briertes Probierglas, fiinfmal durch ein und dasselbe dichte Filter 
(Schleicher u. Schiill, Blauband Nr. 589) hindurchgelassen, wobei er aus 
einem Probierglas in das andere gegossen wird. Nachdem die Fliissigkeit 
zam fiinften Male filtriert worden ist, wird das Filter mit angesiuertem 
Wasser gewaschen und bis auf 15ccm aufgefiillt (wobei das Filtrat optisch 
leer sein mu). Sodann werden zu 10cem des Filtrats 2cem Reagens hinzu- 
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gefiigt und, falls man mit normalem, kein Chinin enthaltendem Blute 
gearbeitet hat, so wird nach Zusatz des Reagens eine Opaleszenz nie beob- 
achtet. Wir haben 25 derartige Versuche mit giinstiven Ergebnissen durch- 
vefiihrt. In der Folge haben wir nachgewiesen, dai diese Methode der 
Extrahierung geniigt, um praktisch das gesamte Chinin zu extrahieren. 

Um die Frage nach der Bestimmung von Chinin in Anwesenheit 
anderer Alkaloide zu bestimmen, welch letztere im Organismus (des 
Menschen nach Behandlung) vorkommen kénnen, wurden Versuche 
angestellt, in denen das Reagens zu Morphium-, Apomorphin-, Coffein-, 
Cocain- und Atropinlésungen hinzugefiigt wurde. Die Versuche sind 
dermaBen einfach, dali sie keiner weiteren Schilderung bediirfen. Die 
Resultate sind in nachstehenden Tabellen dargestellt: 





Tabelle IX. 
leem Reagens zu 5ccm Coffeinum natr.-benzoicum-Lésung in Verdiinnung: 
1: 50.000 1 : 100 000 1 - 200 000 1: 300 000 
Tribung Opaleszenz Optisch leer Optisch leer 


Tabelle X. 
lcem Reagens zu 5cem Apomorphinum hydrochloricum-Lésung in Ver- 








diinnung: 
1: 50 000 1 : 100 000 1 : 200 000 1 : 300 000 
¢ 
Tribung Opaleszenz ‘Opaleszenz Optisch leer 
Tabelle XI. 
leem Reagens zu 5cem Morphium hydrochloricum-Lésung in Verdiinnung: 
1: 3000 1 : 4000 1: 5000 1 : 6000 
Opaleszenz Opaleszenz Rekwache Optisch leer 


Opaleszenz 


Tabelle XII. 


leem Reagens zu 5cem Cocainum hydrochloricum-Lésung in Verdiinnung: 





1: 30000 1: 100 000 1: 200 000 1 : 300 000 


Schwache 

Opaleszenz 
TVabelle XIII. 

leem Reagens zu 5cem Atropinum sulfuricum-Lésung in Verdiinnung: 


()paleszenz Opaleszenz Optisch leer 





1: 10000 1: 20000 1:30 000 1: 40.000 


Schwache 


Opaleszenz Opaleszenz 
—_— P Opaleszenz 


Optisch leer 
AuBerdem wurden noch Versuche mit Plasmochin (Alkylamino- 

6-Methoxychinolin) angestellt, das 1926 von Schulemann, Schénhofer und 

Wingler zur Behandlung der Malaria empfohlen wurde. Da chemisch reines 


Biochemische Zeitschrift Band 207. 9 
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Plasmochin nicht im Handel zu finden ist, so extrahierten wir das Plasmoc hin 
mit Ather aus dem kiuflichen Priparat, das eine 1% ige Lésung desselber 
darstellt. [Die Extraktionsmethode wurde von Achundow (8) angegeben. } 
Der Ather wird im Wasserbad abgetrieben, der Riickstand (Plasmochin ) 
in Wasser gelést und aus dieser Lésung die weiteren Verdiinnungen zu 
1: 10000, 1: 25000, 1: 50000, 1: 100000 und 1: 200000 angefertigt. Dir 
Ergebnisse zeigt Tabelle XIV. 


Tabelle XIV. 
leem des Reagens wurde zu 5ccm einer Plasmochinlésung 
von folgender Verdiinnung hinzugefiigt. 





1: 10000 1: 25000 1: 50 000 1: 100 000 


Schwache 


Opaleszenz Optiech leer 


Opaleszenz Opaleszenz 


Die sechs letzten Tabellen zeigen also (Tabellen IX, X, XI, XII, XIII 
und XIV), daB das Reagens keine Opaleszenz in Coffeinlésungen von 
1: 200, Apomorphinlésungen von 1: 300000, Morphium 1 : 6000, Cocain 
1: 300000, Atropin 1: 40000 und Plasmochin 1: 100000 hervorruft. 

Da alle vorerwihnten Konzentrationen der untersuchten Sub- 
stanzen wohl kaum im tierischen Organismus vorkommen, so mui} 
angenommen werden, da die Anwesenheit dieser Alkaloide die Be 
stimmung des Chinins im Blute nicht behindern werde. Wird Chinin 
aber in Geweben und im Harn nachgewiesen, so mu8 mit einer méglichen 
Fehlerquelle gerechnet werden, falls ein Verdacht auf die Anwesenheit 
der genannten Alkaloide vorliegt. 

Es muf folglich angenommen werden, dai} alle hier wiedergebenen 
Versuche die vollstandige Brauchbarkeit des Arsenmolybdanreagens 
zur qualitativen Chininbestimmung in wasserigen Lésungen und in 
Blutextrakten bewiesen haben. 


V. Priifung des Reagens zur quantitativen Bestimmung von Chinin. 


Um die Brauchbarkeit des von uns vorgeschlagenen Reagens zur 
quantitativen (nephelometrischen) Bestimmung von Chinin fest- 
zustellen, priiften wir: 

1. Die Reproduzierbarkeit der Opaleszenz bzw. die Méglichkeit, 
eine Verbindung von Chinin und Reagens von stets demselben Dis- 
persitatsgrad zu erzielen. 

2. Die Stabilitat der erzielten Opaleszenz. 

3. Die Proportionalitat zwischen der Intensitaét der Opaleszenz 
und der Konzentration des Chinins. 

4. Die Méglichkeit einer genauen Bestimmung in Blutextrakten, 
in die auBer dem Chinin auch viele normale Bestandteile des Blutes 
iibergegangen sind. 
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Es wurden folgende Versuche angestellt, um die Reproduzierbarkeit 
der Opaleszenz nachzuweisen: eine Lésung von salzsaurem Chinin in be- 
stimmter Konzentration wurde in zehn Probiergliser des Nephelometers 
gegossen, in jedes Probierglas fiigte man die gleiche Menge Reagens hinzu; 
Probierglas Nr. 1 wurde auf einen bestimmten Teilstrich eingestellt und 
die tibrigen neun Probiergliser damit verglichen (alle an der Reaktion 
teiinehmenden Fliissigkeiten wurden zuvor sorgfaltig durch ein dichtes 
am liebsten ein Glasfilter — durchgelassen), so daB alle Fliissigkeiten im 
Nephelometer optisch leer erschienen. Wir stellten Versuche mit Chinin- 
lésungen von 1: 100000, 1: 200000, 1 : 400000, 1: 600000, 1: 800000 und 
1: 1000000 an. Da die Resultate durchweg eindeutig waren, so wird in 
Tabelle XV bloB einer der Versuche, nimlich der mit einer Chininlésung 


von 1: 200000 wiedergegeben. 


Tabelle XV. 





Minuten: 1 2 3 4 5 6 


Probierglas Nr.1 10,0 10,0 10,0 10,0 100 10,0 
(Standard ) 
Probierglas Nr.: 2 8 4 5 6 7 
10.1 100 101 99:'10.0 105 


Unterschied in %, l 0 1|' +1 ‘y 0.5 


10,0 
8 

9.9 

l 


10,0 


9 
10.9 


10,0 


10 
9.95 


ho 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist der Dispersitatsgrad der 
fallenden Verbindung stets der gleiche, Der Unterschied zwischen paralle! 
angefertigten Lésungen iibertrifft + io, nicht. Wie aus weiteren 
suchen erkannt wurde, ist der Unterschied fiir starker verdiinnte Chinin- 


lésungen etwas gréBer, geht aber nicht iiber + 2° 


von 1: 1000000. 


10 
10.0 


ll 
1,1 


aus- 


Ver 


bei Chininlésungen 


Die angefiihrten Beziehungen wurden an wasserigen Chininlésungen 
ermittelt, um festzustellen, ob die Intensitét der Opaleszenz in Blutextrakten 
ebenso reproduzierbar ist, d.h. ob die neben dem Chinin in den Extrakt 
tibergehenden Substanzen den Dispersitétsgrad des ausfallenden Kolloids 
beeinflussen, stellten wir Experimente desselben Typus, wie sie an wisserigen 
Lésungen durchgefiihrt wurden, nun auch an Blutextrakten 


Extraktionsverfahren wurde oben bereits geschildert.) 


an. 


(Das 
Wie Tahelle XVI 


erkennen liBt, ist die Intensitat der Opaleszenz bzw. der Dispersitatsgrad 


der Chininlésungen in Blutextrakten der nimliche 


Tabelle XV1. 


wie 


in 


wasserigen 





Minuten: 1 2 3 a 5 ) 


Probierglas Nr.1 (Stan- 
dard). 1: 100000 Lo- 


sung von salzsaurem 


Chinin in Aqua. dest. | 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 


1: 100000 Lésung von 
salzsaurem Chinin in 


Blutextrakt. . . . . 10,0 101 10,0 10,1) 99 10.0 9.9 


Probierglas Nr.: 1 2 3 4 5 6 


Unterschied in %. . . 0 —1 0 —1/\/4+1 O 


+1 


10.0 


10,1 
g 


10.0 


10,1 
9 


ww 


10.0 


10.0 
10 
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Lésungen; die in den Extrakt tibergehenden Substanzen hatten den Dis 
persitatsgrad der ausgefallten Verbindung augenscheinlich nicht beeinflulst. 

Zwecks Feststellung der Stabilitét der Opaleszenz wurden folgend: 
Versuche angestellt: in zehn Probiergliiser des Nephelometers wurde: 
je 10 cem 1: 100000 Lésung salzsauren Chinins gebracht ; zu der im Probier- 
glas Nr. | befindlichen Lésung wurden 2cem Reagens hinzugefiigt, das 
Probierglas sodann in den Nephelometer gestellt und der Schieber aut 
einen bestimmten Teilstrich, z. B. 10 oder 20 eingestellt. Nach je 3 Minuten 
wurden alle iibrigen Probiergliser, eins nach dem anderen, in der gleichen 
Weise fertiggestellt und mit dem Probierglas Nr. 1 verglichen. Ein jedes 
Probierglas wurde im Laufe 1 Stunde mehrmals dem Glas Nr. 1 gegen- 
iibergestellt. Ist die Opaleszenz absolut stabil, so muB8 sich kein Unterschied 
in der Bestimmung verschiedener Probiergliser ergeben, da die seit der 
Bereitsteliung verflossene Zeit keine Rolle zu spielen hat. Sollte der Dis- 
persitatsgrad aber mit der Zeit kontinuierlich fallen oder steigen, so miibte 
beim Vergleich der diversen Probiergliser ein bestandig anwachsender 
Unterschied nachweisbar sein, mit anderen Worten miiBte der Unterschied 
zwischen dem dritten und ersten Probierglas gréfer als derjenige zwischen 
dem zweiten und ersten Probierglas sein usf. 

Wie aus Tabelle XVII ersichtlich, war in unserem Versuch der Opa- 
leszenzgrad in Probierglas Nr. 2 sofort nach der Bereitstellung geringer als 
in Probierglas Nr. 1, augenscheinlich aus dem Grunde, weil das Kolloid 
in Nr. 1 im Laufe der 3 Minuten schon etwas alter geworden war; spater 
wurde der Unterschied zwischen den Probierglisern immer geringer, um 
nach 10 Minuten vollstaéndig zu verschwinden; die Probierglaser blieben 
wenigstens 1 Stunde lang ganz unverandert. Die namlichen Beziehungen 
traten auch bei den Probierglasern Nr. 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 und 10 zutage. 
Augenscheinlich verandert sich der Dispersitatsgrad des erzielten Kolloids 
in den ersten 10 Minuten nach der Bereitstellung allmahlich und bleibt 
dann mindestens 1 Stunde lang unverandert. Wir stellten die gleichen 
Versuche auch mit Chininlésungen der folgenden Konzentrationen an: 
1 : 200000, 1 : 400000, 1 : 600000, 1 : 800000 und 1: 1000000. Die erzielten 
Ergebnisse hatten den naimlichen Charakter, mit dem Unterschied jedoch, 


Tabelle XVII. 








Minuten: 0 3 6 9 12 15 18 
Probierglas Nr. 1 wird auf 10,0 angestellt 
- — 12,3 10,9 10,0 9.9 10,1 10,9 
. ee 14.0 11,8 10,3 10,0 9,9 
” ond — 15,3 12,2 10,6 10,0 
‘ <2 ~ 15,2 12.4 10,6 
Minuten : 21 24 27 » 33 usw. bis oo 
Probierglas Nr. 1 wird auf 10,0 angestellt 
» a 9,9 9.9 10,1 9.9 10,1 ad 10,0 
” = 10,1 10,0 10,1 9.9 10,0 gaa 10,1 
. ae 10,0 10,1 9.9 9.9 10,0 a aii 10,0 
a a 10,0 10,1 9.9 10,0 10,1 _— 9.9 


Probiergliser Nr.6, 7, 8, 9 und 19 ergaben dieselben Verbiltnisse wie 
Probierglaser Nr.4 und 5. 
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daB mit der Verdinnung des Chinins auch die zur Stabilisierung der Opa- 
leszenz notwendige Zeit zunimmt; so hért die Intensitaét der Opaleszenz in 
Chininlésungen zu 1: 800000 und L: 1000000 erst nach 16 Minuten auf 
sich zu verandern. In Anbetracht dieses Umstandes wurde die nephelo- 
metrische Bestimmung fortan erst 15 Minuten nach Zusatz des Reagens 
zu den chininhaltigen Lésungen durchgefiihrt. 

Es wurde auch nachgewiesen, ob es irgendwelche Proportionalitat 
zwischen der Konzentration des Chinins einerseits und der Intensitaét der 
Opaleszenz andererseits gibt. Dazu verglichen wir Lésungen von salz- 
saurem Chinin in verschiedenen Konzentrationen, namlich 1 : 100000 mit 
solchen zu 1 : 200000 und 1 ; 400000; des weiteren eine Lésung zu 1 : 250000 
mit anderen zu 1: 500000 und 1: 1000000 und endlich eine Lésung zu 
1: 400000 mit solehen zu 1: 800000 und 1: 1000000. Die Ergebnisse 
sind auf Tabelle XVIII abgebildet. 


Tabelle XVIII. 


Salzsaures Chinin in folgenden Verdiinnungen : 





‘no (Standard) |) '/200000 Durchschnittswert '/,09 9099 Durchschnittswert 
100000 \- 


aus 5 Bestimmungen aus 5 Bestimmungen 
10,0 20,15 404 
Unterschied in % — 0,75 1,0 





- 1 . . 1 ‘ 
Uesoo00 (Standard) !se0000 Durchschnittswert 1 000 ogo Durchschnittswert 


cus 5 Bestimmungen aus 5 Bestimmungen 
10,0 19,8 42,0 
Unterschied in °, + 1.0 -5 





‘/go0000 (Standard) '/<o@ 000 Durchschnittswert = !/; 990 009 Durchschnittswert 


aus 5 Bestimmungen aus 5 Bestimmungen 
10,0 20.6 26.5 
Unterschied in °% 5 6 


Die drei letzten Versuche haben folglich die Brauchbarkeit des Reagens 
zur quantitativen nephelometrischen Bestimmung von Chinin nachgewiesen, 
da die Opaleszenz sich stabil genug erwies, um auch in einer proportionalen 
Konzentration von Chinin reproduzierbar zu sein. 

Bei den Versuchen, Chinin durch Extrahieren desselben aus Blut bzw. 
Geweben zu bestimmen, stieBen wir auf grobe Schwierigkeiten: es erwies 
sich namlich, wie erwihnt, dai Extrakte aus Blut, das absolut frei von 
Chinin ist, doch eine Opaleszenz mit dem Reagens hervorbringen. Dies 
lieB uns das Extraktionsverfahren so lange abéndern, bis wir Extrakte 
erzielten, die mit dem Reagens keine Triibungen ergaben. Derartige Extrakte 
erzielten wir durch verschiedene Verfahren, die quantitative Bestimmung 
des Chinins im Blute hat uns aber gezeigt, dafi nicht alle Verfahren zur 
vollstandigen Extraktion des Chinins taugen. Nach vielen Proben wahlten 
wir das bereits oben beschriebene Verfahren, mit dem es uns gelang, 95 bis 
100°, des zum Blute hinzugefiigten Chinins zu extrahieren. Wir stellten ins- 
gesamt 42 diesbeziigliche Versucheauf. Die ersten 20 bestanden in folgendem : 
Bei einem normalen Hunde wurden gleichzeitig 15 Proben zu 10 cem Blut 
entnommen ; bei fiinf gesunden, mit keinerlei Arzneien behandelten Menschen 
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wurden fiinf Blutproben zu je l0cem entnommen; zu jeder Blutprob: 
setzte man je l ccm einer Lésung salzsauren Chinins in einer Verdiinnung 
von 1: 10000 (also 0,1 mg) hinzu; das Blut wurde, wie oben erwahnt, 
bearbeitet, d.h. getrocknet, gepulvert, zweimal mit Alkohol extrahiert, 
dreimal mit Ather und einmal mit angesiuertem Wasser (dabei wurde di 
Extraktion stets in der Kalte durchgefiihrt, da bei hoher Temperatur 
solche Pigmente in den Extrakt tibergehen, die das Nephelometer beein - 
trichtigen. Man kann auch einen modifizierten Soxhletapparat zur kalten 
Extraktion heranziehen, wie es der eine von uns (Sterkin) (10) beschrieben hat). 

Die Filtrate der Extrakte wurden eins nach dem anderen in denselben 
kleinen Kolben gegossen, zum Verdiinnen gebracht, der Riickstand mit 
angesiuertem Wasser extrahiert, das Wasserfiltrat abgedampft, Riickstand 
nochmals durch Chloroform extrahiert, sodann wurde das Chloroform- 
filtrat abermals evaporiert und der Riickstand zum letzten Male mit 10 cem 
angesiuerten Wassers extrahiert; der wasserige Extrakt wurde mehrmals 
durch ein und dasselbe dichte Filter gelassen (mindestens fiinfmal), so dai 
im Filtrat keinerlei Opaleszenzerscheinungen mehr auftraten. Das Filter 
wird mit Wasser durchgespiilt und die Spiilfliissigkeit bis auf 15 ccm ge- 
Geht das gesamte Chinin in den Extrakt iiber, so wird seine Ver- 


bracht. 
diinnung also gleich 1 : 150000 und seine Konzentration gleich 0,666 mg-' 
betragen. Die Probiergliiser wurden im Nephelometer mit einer wasserigen 
Lésung salzsauren Chinins in einer Verdiinnung von 1: 150000 (Standard) 
verglichen. Die Ergebnisse zeigt Tabelle XIX. 

Wie aus der Tabelle XIX zu erkennen ist, iibertrafen die Fehler bei 
der Bestimmung niemals 5°,. AuBerdem stellten wir zehn ahnliche Ver- 
suche mit Blut an, zu dem je J ccm einer Lésung salzsauren Chinins in 
einer Verdiinnung von 1: 30000 hinzugefiigt war, wodurch in einer Ver- 


Tabelle XIX. 





a 32s Extrakte aus Blut, in welches Chinin in einer Menge 
S2c% von 0,666 mg-°), eingefiihrt wurde 
oh eee 
+ 
sfge Versuch Nr 
swe 2 
=a3n6 
48 om ! 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Nephelometer- 
einstellung auf 10 10,45 10,05103 105 10,5 1015103 10,02 10,08 10,5 


0,666 0,63 0,65 0,64 0,63 0,63 0.65 0,64 0,65 0,65 0,63 


Chinin in mg-% 





Unterschied i.% - ~ 45 —05 —3,0 —5.0 —5,0—-1,5 — 3,0 —- 02-08 — 5.0 
= §s= Extrakte aus Blut, in welches Chinin in einer Menge 
§ Sct von 0,606 ing-°/, eingefiihrt wurde 
Sie - 
e $37 
3 <s = Versuch Nr. 
ee ce ' 
FS2S 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 


Nephelometer- 
einstellung auf 10 10,0 10,15 10,03 10,45 10.4 |10,1 10,5 10,0 10,3210,09 


Chinin inmg-% 0,666 0,66 0,65 0.65 0,63 0,63) 0,65 0,63) 0,66 0,65) 0,65 


Unterschied i.% 0 -~-15-038-—45-—40)-10-590 0 -32-09 











= oo 


z 


— S-< 
woorsd 








Neues Reagens zur Chininbestimmung. 23 


diinnung bis auf 15 ccm Wasser eine Konzentration von 1 : 450000 erreicht 
wurde (der Extrakt wurde durch Wasserzusatz bis auf 15 ccm gebracht). 

In zehn Versuchen wurde 1 cem Chinin in einer Lésung von 1 : 60000 
hinzugefiigt, wodurch bei der Bestimmung eine Verdiinnung von 1 : 900000 
erzielt wurde. In zwei Versuchen wurde 1 cem 1 %Ziger Chininlésung einer 
weiBen Maus intrathoracal injiziert, nach 10 Minuten die Mause durch 
Ather getétet, zerkleinert, getrocknet und in toto analysiert. Da diese 
Versuche nichts prinzipiell Neues bringen, unterlassen wir es, die Versuchs- 
protokolle hier wiederzugeben. Wir wollen bloB hervorheben, daB bei einer 
Verdiinnung des Chinins gleich 1: 450000 der Fehler des Verfahrens 8 %, 
erreichte; wurde aber mit Chinin in einer Verdiinnung von 1: 900000 
operiert, so betrug der Fehler i2%. Bei Mauseversuchen betrug der Fehler 
etwa 5%. Es 14Bt sich schwerlich sagen, inwieweit dieser Fehler auf eine 
unvollstaéndige Extrahierung und inwieweit er auf Konto der beim Nephelo- 
metrieren entstandenen Ungenauigkeiten zu setzen ist. 

Diese letzteren Versuche beweisen, dali sowohl unser Extraktions- 
verfahren als auch das von uns vorgeschlagene Reagens zur quantitativen 
Bestimmung von Chinin brauchbar sind. 


VI. Zusammenfassung. 

Unsere Ergebnisse gestatten die folgenden Schliisse : 

1. Das Giemsa-Reagens erwies sich als unbrauchbar zur nephelo- 
metrischen Bestimmung des Chinins, da die nach Zusatz des Reagens 
auftretende Opaleszenz weder stabil noch reproduzierbar ist. 

2. Das Arsenmolybdianreagens, das wir in Vorschlag bringen, 
mul durch Mischung gleicher Teile einer 0,12 °,,igen Lésung von arsen- 
saurem Natrium einer 2°)igen Losung Ammoniummolybdat und einer 
2° igen Salzsiurelésung hergestellt werden. 

3. Die Sensibilitét des Arsenmolybdanreagens iibertrifft diejenige 
aller iibrigen chininausfallenden Substanzen, die his dato bekannt 
geworden sind um das Fiinffache, da unser Reagens noch mit Chinin- 
lésungen von 1: 2000000 eine Opaleszenz liefert (die Arbeit wurde 
mit salzsaurem Chinin ausgefiihrt. und alle Berechnungen beziehen sich 
auf dasselbe). 

4. Zu je 5ccm einer schwach sauren Chininlésung bzw. der zu 
untersuchenden Fliissigkeit mu 1 com Reagens hinzugefiigt werden. 

5. Das Reagens ist im Nephelometer optisch leer und bleibt dem 
Lichte ausgesetzt 1 Monat, im Dunkeln aber 4 bis 5 Monate lang 
erhalten, 

6. Mit Blut- bzw. Gewebsextrakten, die nachweislich kein Chinin 
enthalten, liefert das Reagens keine Opaleszenz. 

7. Mit Coffein liefert das Reagens keine Opaleszenz schon bei 
einer Verdiinnung von | : 200000, mit Apomorphin | : 300000, mit 
Morphium 1 : 6000, mit Cocain 1 : 500000, mit Atropin | : 40000, mit 
Plasmochin 1 : 100000. 





24 E. J. Sterkin u. J. 1. Helfgat: Neues Reagens zur Chininbestimmung. 


8. Die Opaleszenz, die beim Zusatz unseres Reagens zu Chinin 
lésungen auftritt, ist. vollstaéndig reproduzierbar und der Konzentratio: 


des Chinins proportional. 

9. Das von uns angewendete Extraktionsverfahren gestattet, Chini: 
im Blute mit geniigender Genauigkeit nachzuweisen (beim Arbeite: 
mit Chininlésungen zu 1 : 150000 iibertrifft der Fehler 5°, nicht, bei 
einer Verdiinnung von | : 450000 ist er nicht iiber 8°,, und bei einer 
solchen von 1 : 900000 geht er iiber 12°,, nicht hinaus. 


Literatur. 
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2) Giemsa, Abderhaldens Handb. f. Biol. Arbeitsmethod. 1922; Arch. j 
Schiffs- u. Tropenhygiene 3, 1907. 3) Cahn-Bronner, Zeitschr. f. exper 
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Uber einige Adsorptionserscheinungen an Silberjodid. LI. 


Von 


A. Obrutschewa. 


(Aus dem Karpow-Institut fiir Chemie, Moskau.) 
(Eingegangen am 26. November 1928.) 

In dem ersten Teile dieser Arbeit! wurde gezeigt, daB das Adsorptions- 
vermégen eines Ag J-Niederschlags organischen Stoffen gegeniiber von 
der Ag--lonenkonzentration der Liésung abhingt. Variiert man die 
Ag:-lonenkonzentration in einer KNQO, enthaltenden Lésung einer 
kapillaraktiven Substanz. die mit einem AgJ-Niederschlag im Gleich- 
gewicht steht, indem man der Lésung AgNO, oder KJ hinzufiigt, so 
beobachtet man bei einer bestimmten Ag--Konzentration ein Maximum 
der Adsorption der organischen Substanz durch den Niederschlag. 
Die Konzentration der Ag--lonen in der Lésung wurde in diesen Ver- 
suchen mittels einer Silberelektrode potentiometrisch bestimmt. die 
Konzentration der organischen Substanz mit Hilfe eines Stalagmometers 
ermittelt. Die Konzentration des K NO, war 0.25 n, die Lésung wurde 
noch mit HNO, bis zur 0,05n Konzentration angesiuert, um die 
Dissoziation der organischen Saure zuriickzudrangen. Messungen, 
die mit einer urspriinglich 0,004 mol. Caprylsdiurelésung ausgefiihrt 
wurden (im Adsorptionsmaximum war die Konzentration der Capryl- 
siure etwa 0.0022 gleich), fiihrten zu dem Ergebnis, daB das Optimum 
der Adsorption bei einem Potential der Silberelektrode liegt, welches 
gegen den Aquivalenzpunkt der Titration um 0,1 Volt nach der Silber- 
seite verschoben ist (0,16 Volt gegen eine Normalkalomelelektrode 
gemessen). Frumkin und Obrutschewa nahmen dabei an, dal} die Lage 
des Punktes der maximalen Adsorption nur durch die Natur der adsor- 
bierten Substanz und des Adsorbens bestimmt wird. Weitere potentio- 
metrische Versuche, die mit derselben experimentellen Anordnung 
ausgefiihrt wurden, zeigten aber, daB dieses nicht der Fall ist, und dai 
die Lage des Punktes der maximalen Adsorption auch von der Kon- 


1 Frumkin und Obrutschewa, diese Zeitschr. 182, 220, 1927. 
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zentration der Liésung merklich abhingt. In der Tabelle I ist die Lage 
des Adsorptionsmaximums fiir verschieden konzentrierte Lésungen 
angegeben ; die in Millivolt ausgedriickten Zahlen geben an, um wieviel 
dieses Maximum gegen den Aquivalenzpunkt der Adsorption nach 
der Silberseite verschoben ist (dieselbe GréBe mit dem Vorzeichen 
Minus wurde im ersten Teile mit @max bezeichnet). 

Wegen experimenteller Einzelheiten vgl. ersten Teil, 8. 227. Wasser- 
wert des Stalagmometers 65,5 Tropfen. 


Tabelle I. 


Caprylsaure. 





Tropfenzahl Konzentration Millivolt 
im Adsorptionsmaximum im Adsorptionsmaximum 
1384/, 0,094.46 218 
1331) 0,004 203 
113 0,0025 113 
104 0.0019 60 


Auch mit anderen Substanzen konnte eine ahnliche Verschiebung 
des Adsorptionsmaximums nach der Silberseite bei steigender Kon- 
zentration der kapillaraktiven. Substanz festgestellt werden. 


Tabellé Il. 





Tropfenzahl ’ 
im Adsorptiorsmaximum Millivolt 


Sebacinsaure. 


79 200 
78 175 
74 110 
Norm. Octylalkohol. 
1221), 250 
112'/, 125 


Die Versuche mit Octylalkohol wurden nicht nur mit einer an- 
gesiuerten, sondern auch mit einer neutralen KNO,-Lésung aus- 
gefiihrt; ein wesentlicher Unterschied konnte aber zwischen beiden 
Fallen nicht festgestellt werden. 


Einige Messungen wurden auch mit Caprylsfiure und AgBr aus- 
gefiihrt. In diesem Falle fallt das Maximum der Adsorbierbarkeit 
mit dem Aquivalenzpunkt nahe zusammen; das Maximum ist aber 
schwicher ausgeprigt als fiir AgJ, im giinstigsten Falle betrug die 
maximale Anderung der Tropfenzahl wahrend der Titration nur vier 
Tropfen. 
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Im ersten Teile dieser Arbeit wurde die Vermutung ausgesprochen, 
dab die Verschiebung des Maximums der Adsorptionsfaihigkeit eines 
AgJ-Niederschlags nach der Silberseite méglicherweise damit zu- 
sammenhangt, da der Nullpunkt der Ladungsdichte von Silberjodid 
nicht im Aquivalenzpunkt, sondern bei einem Uberschu8 von Ag:- 
Ionen erreicht wird. Diese Vorstellung ist inzwischen auch durch 
kataphoretische Messungen! bekraftigt worden. Die Veranderlichkeit 
der Lage des Adsorptionsmaximums mit der Konzentration zeigt aber 
daB die Verhaltnisse hier nicht ganz so einfach liegen, wie es in der im 
ersten Teile entwickelten quantitativen Theorie angenommen wurde. 
Méglicherweise riihrt dieses davon her, da die Beeinflussung der 
Adsorption durch die Verinderung des Dispersitatsgrades des Nieder- 
schlags sich der Beeinflussung der Adsorption durch die elektrische 
Ladung des Niederschlags iiberlagert. 


1 Vgl. Lange und Schwartz, Zeitschr. f. phys. Chem. 129, 119, 1927. 





Vergleichende Studien 
iiber den EinfluG des Bergklimas auf die Katalase des Blutes. 


(Fortsetzung '.) 


Von 
A. 1. Alexeeff. 


(Aus dem biochemischen Institut der medizinischen Fakultét der mittel- 
asiatischen Staatsuniversitat in Taschkent und aus dem _ biochemischen 
Institut der medizinischen Fakultaét der Universitat zu Perm.) 


(Eingegangen am 21. Dezember 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Arbeiten, die wir im Sommer 1927 iiber das vergleichende Stadium 
des Blutkatalasegehalts in Abhangigkeit von dem Bergklima aus 
gefiihrt haben, zeigten, daB ein Aufenthalt der Kranken (1 bis 3) und 
gesunden Menschen in einer Héhe von 1500 m ii. d. M. auf eine Zunahme 
der Katalase wie auch auf eine Vermehrung der Menge der Erythrocyten 
einwirkt. 

Indem wir diese Frage hauptsichlich an den Tuberkulosekranken 
(A,) untersucht haben, haben wir eine Blutuntersuchung in Taschkent 
vor der Abreise nach der Bergstation Tschimgan vorgenommen, und 
dann wurde nach der Ankunft der Kranken im Kurort die Beobachtung 
iiber die Verinderung des Blutes durch die Bedingungen des Berg 
klimas fortgesetzt, dabei wurden die Blutproben nach je 10 bis 12 Tagen 
im Laufe von 2 Monaten genommen. 

Die Beobachtungen haben gezeigt, daB eine VergréBerung des 
Blutkatalasegehalts (B. K.G.) und der Menge der Erythrocyten un 
gleichmaBig vor sich geht; nach einem Aufenthalt von | Monat ver 
gréBert sich der B. K. G. viel intensiver als die Menge der Erythrocyten 
Die mittlere VergréBerung des B.K.G. betragt 68°; die mittlere 
VergréBerung der Menge der Erythrocyten betragt 22°,,; nach weiterem 
6 bis 7 Wochen langen Aufenthalt unter den Bedingungen des Berg- 
klimas fndern sich die Beziehungen: die Menge der Erythrocyten 


1 Diese Zeitschr. 192, 41, 1928. 
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nimmt weiter zu, wahrend der B. K. G. keine merkliche Vergréberung 
rfahrt. Nach einem Aufenthalt von 2 Monaten ist die Prozentzahl der 
VergroBerung des B. K. G. gleich 70; die Menge der Erythrocyten ist 
lurchschnittlich bis zu 37°., angewachsen 

Das Anwachsen der katalatischen Kraft des Blutes eines Menschen, 
der auf die Bedingungen eines Wohnorts in den Bergen angewiesen 
ist. kann man dadurch erkliren, dab die Oxydationsprozesse eines 
Organismus bei diesen Bedingungen mit grober Intensitat verlaufen, 
und dies soll eine grobe Bildung von Peroxydverbindungen bedingen. 

In der Weise bestatigen unsere Beobachtungen (4 bis 5) die 
Anschauung, die Katalase sei ein Schutzmittel des Organismus, 
um einer schadlichen Wirkung von Peroxyden vorzubeugen. 

Nach einem 2 Monate langen Aufenthalt unter den Bedingungen 
des Bergklimas sind die Kurortpatienten nach Taschkent zuriick 
gekommen und ihrer standigen Arbeit nachgegangen. 

Um eine weitere Verainderung der katalatischen Kraft des Blutes 
zu verfolgen, haben wir die Untersuchung einer Krankengruppe, die 
nach Taschkent zuriickkam, fortgesetzt; dabei wurden die Proben 
von dem Moment der Ankunft nach je 4 Wochen im Laufe von 4 Monaten 
genommen. 

Die Methode der Untersuchung der Katalase ist dieselbe geblieben: 
| cem des verdiinnten Blutes, das d mg des Blutes enthielt, wurde 
mit 5eem 1°, igen H,O, und mit 4cem verdiinnten Alkohols (in der 
Verdiinnung 1: 10000) versetzt. 

Die quantitative Bestimmung an verbrauchtem H,O, wurde 
durch die Permanganatmethode ausgefiihrt. Die Grundlagen zu der 
oben genannten Methode der Untersuchung der Katalase sind von 
uns in friiheren Arbeiten dargelegt. 

Die Versuche sind bei einer Temperatur von 20 bis 21° und bei 
pa = 7,1 ausgefiihrt 

Die Menge der Erythrocyten wurde mit einer Zihlkamera von 
Zeiss ermittelt; der Farbindex wurde mit einem Hamometer nach Vigas 
neuester Konstruktion ermittelt. 


Die Resultate. 


Es sind elf Menschen untersucht worden, an neun von diesen 
wurde vor der Abreise zur Bergstation Tuberkulose festgestellt, aber 
nach einem Aufenthalt von 2 Monaten in dem Kurort sind die Symptome 
dieser Krankheit nicht entdeckt worden. Eine Charakterisierung der 
Kranken wurde in voriger Arbeit aufgefiihrt. 


Zwei Untersuchungsserien (Nr. 10 und 11) wurden an Gesunden 
ausgefiihrt 
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Tabelle I. 
Serie 1 (3)?. 
Bestimmung VergréBerung 
Datum ra ; 
Menge di . K6érper- , Menge de 
des Versuchs KG. Erythroe | Hb.Index Ketaleses  gewicht — ™ E-G  Erytnroc 
cyten — kg 0/5 0 
10. VI. 16,2 3.9 S4 4.1 59.0 - 
27. VIL 22.9 4,35 90 5,2 62.0 41 11 
7. VI. 28,2 4.6 100 6.1 63,5 74 17 
17. VIL. 27.5 5,2 112 5.3 64.5 70 33 
25. VIL. 29,2 5,45 120 5,3 66,0 SO 39 
Verminderung 
Nach der Riickkehr von den Bergen B.K.G._ Menge der 
; Erythroc 
Oy ) 
25. VII. 18,6 5,05 102 3,7 - 37 8 
27. IX. 18,4 4,6 86 4.0 38 16 
27. X. 14.6 45 85 3,2 50 18 
25. XI. 15,6 4.1 $2 3,8 61,2 47 26 
Serie 2 (4). 
Bestimmung VergréBerung 
Datum aca a 1% < 
: . Menge d . Korper- ~ Menge der 
des Versuchs | 8 KG. Prytheos Hb.index Katalaser gewicht = 8 ®-G | Erythroc. 
. index 
cyten kg 0 0 
rm Vi. 16.4 4,2 82 3.9 70.5 
27. VI. 18,7 45 85 4.2 71.5 14 6 
¥ Van 23,8 4.9 100 4,5 73.9 45 16 
17. VII. 27,0 5S 117 4.6 74,2 64 37 
25. VII. 26,0 6,0 120 4,3 75,0 58 43 
Verminderung 
Nach der Rackkehr von den Bergen B.K.G. | Menge der 
Erythroc 
26. VIII. 18,5 5,0 104 3,7 29 17 
20. IX. 17.5 4.8 98 3,6 33 20 
26. X. 17,8 4,5 95 3.9 32 25 
27. XI. 17,4 44 87 39 72,4 33 27 


1 In den Klammern 
bracht worden. 


sind die Serien nach 


der vorigen Arbeit 
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Serie 3 (5). 


Blutes. 31 











Bestimmung VergréBerung 
Datum : 
Menge de : Kérper- . Menge der 
des Versuchs 3 kG. | Erythros | HbsIndex Kataleser pewicht EG Erythroc 
index 
cyten ke 
10. VI. 16,7 4,1 85 4.0 59.1 
27. VI. 19.5 4,35 92 45 61,0 16 6 
7. Vil. 25.5 4.8 102 5.3 62.0 52 17 
17. VIL. 26,2 5,2 110 5.0 63,1 57 27 
25. VII. 27,0 5,5 118 4.9 64.9 61 34 
Verminderung 
Nach der Riickkehr von den Bergen B.K.G Menge der 
“rythroc 
27. VIII. 16,9 5,0 102 3,3 38 10 
28. IX. 17.5 4.85 Y4 3.6 36 12 
- 16.4 46 86 3.5 _ 49 17 
27. XI. 17,0 44 85 3.8 60,0 7 20 
‘ 
Serie 4 (7). 
Bestimmung VergréBerung 
Datum Menge der ’ KOrper- , Menge der 
des Versuchs B.K.G Erythroe Hb.+Index Katelase-  cewicht B.K.G Erythroc 
ee index 
cyten kg 
ll. VI. 15.6 4,0 S4 3.9 62.9 
28. VI. 19.9 45 95 44 63.5 27 12 
8. VIL. 25.5 49 103 5,2 65.9 64 22 
18. VII. 27.5 54 115 5,0 67,8 i) i 
Verminderung 
Nach der Rickkehr von den Bergen BK.G aa der 
r roe 
25.VI. | 204 49 104 4,2 2 10 
30. IX. 19.4 4.6 96 4.2 i) 15 
30. =X. 16.8 44 93 3,8 39 i9 
30. XI. 17,4 4.25 82 4,0 63,9 37 22 
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Serie 5 (8). 








Bestimmung 


VergréBerung 





Datum Menge d Korper- - cx Menge de 
des Versuchs B.K.G Relbens Hb.«Index — gewicht K.G Erythroc 
cyten index ke - 
i we 18.0 43 85 4.1 60.4 _— 
28. VI 22.9 4.65 96 4.9 61,2 26 S 
8. VII. 26,2 5.0 104 5,2 61.8 45 16 
19. VI. 28.5 54 114 5,2 64.5 58 25 
Verminderung 
Nach der Riickkehr von den Bergen K.G. Menge der 
; Erythrox 
0 0 0 0 
26. VIII. 16,4 5,0 100 3,2 43 8 
26. IX. 17,8 4.5 96 3,7 3S 11 
28. X. 16,8 4,7 87 3.6 41 13 
26. XI. 16,6 4.6 85 3.6 61,8 42 15 
Serie 6 (20). 
Bestimmung VergréBerung 
Datum Menge d : Korper- - | Menge de 
des Versuchs gp x G. ao ~ ee _- gewicht . K.G. Erythroc 
cyten sa kg 4 
12. VI. 13,5 3,7 80 3.6 55,0 
80. VI. 19.0 4,0 85 4.7 56,1 40 8 
10. VII. 25,4 44 83 5,7 57,2 58 19 
20. VIL. 24,0 49 102 49 59.0 78 32 
25. VII. 24.5 5,25 113 4,7 60,1 Sl 41 
Verminderung 
Nach der Riickkehr von den Bergen K.G. Menge der 
ees Erythroc 
28. VIII. 16,8 5,0 103 33 31 5 
28. IX. 16,3 4.5 95 3,6 34 14 
_~ 17.4 4.3 87 4.0 — 29 18 
28. XI. 14,5 4,9 S1 37 56,6 44 23 
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Tabelle I (Fortsetzung). 


Serie 7 (21). 


» 





Bestimmung 
Datum ae T pee oe ‘ ns a 
des Versuchs BK.G Feonee des 5. Sedies Katalase- 

‘ . ‘oan E , index 
13. VI. 14,8 3.7 75 4.0 
oy. VE. 19,5 4.5 90 4.5 
7. VIL 24.6 4.9 95 5,0 
17. VIL. 23,0 5.1 109 44 
25. VII. 24,0 5,2 110 4,6 


kg 


61,3 
62,5 
63.4 
66,0 
66,5 


Nach der Riickkebr von den Bergen 


Kérper- 
gewicht 


VergroBerung 


K.G Menge der 


Erythroc 
0 0 
31 21 
66 7 
iN) 39 
62 40 
Verminderung 


K.G Menge der 








Erythroc 
i a 15,8 45 96 3,3 Jd 8 
30. IX. 16.4 4,6 85 3,5 31 12 
30. X. 15,4 4,25 $2 3.6 36 1Y 
1. XID. 16,6 4.15 80 4.0 62.6 31 0) 

Serie 8 (22). 

Bestimmung VergroBerung 

Datum M d . Korper- , Menge de 

des Versuchs B.K.G. Slice a Katalases  sewicht B.K.G E vytinee 4 

ne index 
cyten kg 
13. VI. 14,0 3,9 Sl 3,6 61,0 

1. VI. 17,8 4,2 85 4,2 63,5 27 6 
11. VU. 25,5 48 102 53 62,0 82 23 
ei. VEE. 26.0 5,1 105 5,0 65,9 85 30 
Verminderung 

Nach der Riickkehr von den Bergen B.K.G Menge der 

Erythroc 
27.VI. = 04 85 44 20 s 
25. IX. 15.6 4.5 83 3.5 40 12 
29. X 16,7 44 80 3,8 36 14 
- oe 15,8 4.0 78 39 62.4 40 29 
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Serie 9 (29). 











Bestimmung VergroBerung 

Datum - } ; 

: Menge der Korper- , Menge de 
des Versuchs = kK G. | Erythroe |Hb.lndex Kataleses gewicht 9G Erythroc 
cyten index kg , ‘ 

14. VI. 13,0 3.6 75 3.6 67,0 

1. VO. 24,2 4,35 85 5.6 68.5 86 20 
10. VIL. 25,6 49 100 5,2 71,0 96 36 
20. VIL. 26.4 5,3 110 5.0 71,5 101 47 

Verminderung 
Nach der Riickkehr von den Bergen B.K.G. Menge der 
Erythroc 
30. VII. 16,8 4.9 103 34 37 S 
30. IN. 15,2 4,7 97 3.2 45 12 
a 164 4.4 85 3.7 38 18 
ae + F 15.8 4.1 80 3.8 68.4 40 23 
Serie 10 (46). 
Besti nmung Vergréerung 
2 
Datum \ , 
, , Menge d Korper- Rk Menge der 
des Versuchs px Gc alee Hb.-Index —— gewicht B.K.G. Erythroc 
cyten =een kg of, 
20. VI. 18.4 49 195 $7 69,1 
30. VI. 23.5 5.1 198 4.6 70,0 28 4 
10. VII. 27.5 5.3 110 5.2 72.4 49 S 
20. VIL. 26,0 5.6 115 4.6 73,2 41 14 
30. VII. 28.5 5,9 123 4.8 74,2 55 18) 
10. VII. 28,0 6,2 135 4.5 75.1 52 26 
20. VIII. 26,5 6,4 140 4,1 76,5 44 0 
Verminderung 
Nach der Rickkehr von den Bergen B.K.G Menge der 
Erythroc 
7 ; 

4. IX. 20,4 5,2 106 3.9 23 19 
rz. EK. 17.6 0 102 3.5 34 22 
- 2 17,8 4.9 100 3,7 33 24 
20. XI. 16.9 4.85 O68 35 73.4 38 25 
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Serie 11 (49) 
Bestimmung VergréBerung 
de Datum , 
a . Menge der Korper- . Menge der 
o¢ des Versuchs px G Eesthese Hb.Index S#t#lases — sewicht BK.G B-vehrec 
ct index 
cyten kg ‘ 
20. VI 16.8 5,05 110 3,3 638.4 
30. VI 24.4 5.2 112 4.6 69.5 45 3 
10. VII 29.5 5.5 118 53 70.2 75 sf) 
20. Vil 26,8 5,8 120 46 71.4 5Y i4 
30. VII 28.4 6,0 125 4.7 73.1 HY Is 
der 10. VILL 27,5 63 130 43 75,3 63 22 
20. VITI. 28,6 6,55 140 44 76.9 70 29 
Verminderung 
Nach der Riickkehr von den Bergen B.G.K. Menge der 
Erythroc 
4. 1X 19.4 5.5 115 3.5 32 16 
ye a [S46 5,3 109 3.5 — 35 20 
20. X 18.0 2 106 34 37 21 
oa 20. XI 17,6 52 105 33 71.3 39 20) 
der 
: Nach dem oben beigebrachten Versuchsmaterial kann man eine 
scharfe Abnahme der katalatischen Kraft des Blutes in 1 Monat nach 
der Zuriickkunft von den Bergen bei einer Existenz unter den Be- 
dingungen der Ebene feststellen. Die mittlere Prozentzah] der Ab- 
nahme des B. K. G. nach den Angaben der ersten zehn Serien betragt 
ungefahr 33. Die mittlere Abnahme der Menge der Erythrocyten fiir 
dieselbe Zeit betragt 9°. Eine weitere Abnahme des B. K. G. und 
der Menge der Erythrocyten kann man aus der Tabelle IT ersehen. 
Tabelle 11. 
der Die Z +b Das mittlere Prozent Das mittlere Prozent der 
ht _ Rackkeh des Fallens von Verminderung der Zab! 
ae ee k G der Frythrocyten 
1 Monat 33 4 
2 . 36 14 
3 38 Is 
4 Bo 22 
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Aus Tabelle I] ersieht man eine scharfe Abnahme des B. K. G. im 
ersten Monat. die weitere Abnahme ist unbedeutend, wahrend die 
Menge der Erythrocyten gleichmaBig im Laufe von 4 Monaten ab 
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nimmt. Die Kurven des Anwachsens und der Abnahme fiir die ganze 
Dauer der Versuche sind in den beigebrachten Abbildungen ver- 
anschaulicht. 
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Nach den Angaben der zehnten und elften Serie (die Gesunden) 
sieht man ein starkes Fallen des B. K. G. und der Menge der Erythro- 
cyten schon nach 2 Wochen nach der Riickkehr. Eine weitere Ab 
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nahme des B.K.G. ist unbedeutend; die Abnahme der Menge der 
Erythrocyten folgt stufenweise wihrend 3  aufeinanderfolgenden 
Monaten. 


Bei der Vergleichung der Zahlen des B. K. G. und der Menge det 
Erythrocyten des Blutes der Kranken vor der Abreise nach dem Kurort 
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mit den Resultaten, die man nach ihrer Riickkehr 4 Monate spite: 
bekommen hat, kann man ersehen, dab die letzteren in der Mehrzah 
der Serien héher sind als die urspriinglichen Ausgangszahlen. 


Die Ergebnisse. 

1. Der Blutkatalasegehalt und die Menge der Erythrocyten in 
Blute des Menschen, der bei den Bedingungen der Ebene existiere) 
soll, nimmt nach einem 2 Monate langen Aufenthalt in den Bergen 
(1500 m) ab 

2. Das Fallen des B.K.G. ist besonders scharf wahrend de: 
ersten Woche nach der Riickkehr, die weiteren Verinderungen des 
B. K. G. im Laufe von 3 Monaten sind nahe den normalen physiologi 
schen Schwankungen. 

3. Das Sinken der Menge der Erythrocyten erfolgt gleichmabig 
im Laufe von 4 Monaten. 

4. Die Beobachtungen iiber die gesunden Menschen (Serien 10 
und 11) zeigen eine scharfe Verminderung des B. K. G. und der Menge 
der Erythrocyten in den ersten 2 Wochen nach der Riickkehr; di 
weiteren Veranderungen sind den in den Punkten 2 und 3 angezeigten 
ahnlich. 


5. Die Kurve des Farbindex des Blutes fallt fast mit derselben fiir 
die Menge der Erythrocyten zusammen. 
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Die Starkebildung bei den Schimmelpilzen (Penicillium Link), 
wie auch ihr Zusammenhang mit der Siurebildung. 


Von 
T. Chrzaszez und D. Tiukow. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan.) 


(Eingegangen am 23. Dezember 1928.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Starkebildung in pflanzlichen Zellen ist eine allgemeine Er- 
scheinung aller hoher organisierten Pflanzen. Bei den niedriger stehenden 
Pflanzen finden wir diese Fahigkeit entweder gar nicht oder nur in 
begrenztem MaBe. Weiter ist bekannt, daB die Anhaufung der Starke 
als Reservematerial in Zeilen von neutraler bzw. schwach  saurer 
Reaktion stattfindet, dagegen wo stark saure Reaktion ist, tritt an 
ihre Stelle Zucker bzw. andere Kohlehydrate, welche gegen Saure- 
wirkung widerstandsfahiger sind als Starke bzw. ihre Derivate. Bei 
niedriger stehenden Pflanzenformen, besonders bei Mikroorganismen, 
finden wir als kohlehydratisches Reservematerial in erster Linie 
Glykogen. 

Die Starkebildungsfahigkeit einiger Schimmelpilze ist seit dem 
Jahre 1890 bekannt. Man beschrankte sich aber nur daraif, diese 
Erscheinung als solche zu konstatieren. Etwas ausfiihrlicher wurde 
diese Frage in letzter Zeit durch F. Boas', H. Lappalainen*, D. Schmidt® 
und J. Lipska* behandelt. Aus diesen Untersuchungen geht hervor, 
da man bei einigen Schimmelpilzen Starke bzw. starkeahnliche Sub- 


1 F. Boas, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 34, 786, 1916; Beih. d. Bot 
Centralbl. Abt. I, 36, 135, 1919; Centralbl. f. Bakt. IT, 56, 7, 1922; 
liese Zeitschr. 78, 308, 1916; S81, 80, 1917: Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 37, 


WwW, 57, 1919. 

2 H. Lappalainen, ref. in Centralbl. ft. Bakt. LI, 56, 1922. 

3 D. Schmidt, diese Zeitschr. 158, 223, 1925 (hier siehe auch ausfiihrliche 
Literatur). 

4 J. Lipska, Memoires de l'Institut National Polonais d’ Economie 
Rurale 8, 1927. 
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stanzen, die sich mit Jodjodkaliumlésung blau farben, fand, und dati 
ausschlaggebend fiir diese Stirkebildung eine ziemlich hohe aktiv: 
Aziditat des Nihrbodens ist, welche durch Wasserstoffionenkonzentration 
festgestellt wurde. 

Daher erklairte man die Stirkebildung bei den Schimmelpilze: 
nicht als eine normale physiologische Erscheinung, sondern als ein: 
pathologische. In einigen Fallen wurde auch Auftreten von Jodreaktion 
im Nahrboden nach Entwicklung der Schimmelpilze konstatiert, und 
D. Schmidt hat diese blaufarbende Substanz mit Amylose identifiziert 

Die Ergebnisse der oben erwahnten Verfasser, besonders F. Boas 
daB die Entstehung von Starke bei den Schimmelpilzen von einem 
héheren Sauregehalt im Nahrboden und von einer héheren Ent- 
wicklungstemperatur abhangt, wobei jede Mineralsiure als eine Art 
Aktivator dienen kann, sind besonders bedenklich. Die Starke ist 
doch ein ideales Reservematerial der Pflanzenwelt, und wenn sie dieselbe 
Rolle auch bei den Schimmelpilzen einnimmt und einnehmen kann 
warum soll ihre Entstehung hier von aktiver Aziditat abhangen, was 
doch bei anderen Organismen nicht vorkommt! Wie kann die so oft 
als normales pflanzliches Reservematerial angetroffene Starke und 
ihre Derivate als Folge pathologischer Prozesse entstehen / 

Bei unseren physiologischen Untersuchungen itiber Penicillium 
arten, die auf verschiedenen Zuckernahrbéden geziichtet wurden. 
zeigte sich die Bildung von Starke bzw. starkeahnlicher Substanzen 
auf andere Weise wie bisher beobachtet. Diese Beobachtungen, in 
Beriicksichtigung obiger Voraussetzungen, fiihrten uns dazu, nahere 
Untersuchungen tiber diese Frage zu unternehmen. 

Das erste was uns bei den Untersuchungen angefiihrter Forscher 
eigenartig erscheint, ist, da Voraussetzungen, und noch dazu solche 
besonderer Natur, nur an Hand geringen Materials einiger Organismen 
gestellt waren. Wir denken, daB bei physiologischen Untersuchungen 
der Schimmelpilze, wo es sich um die Lésung komplizierter Er. 
scheinungen handelt, man, um Zufalligkeiten auszuschalten, die Unter 
suchungen auf Grund reichen Materials zahlreicher Organismen aus 
fiihren muB. 

Deshalb nahmen wir zu unseren Untersuchungen iiber die Starke 
bildungsfahigkeit der Schimmelpilze 45 Penicilliumarten, und zwar 
37 neue in Polen gefundene Arten', 5 Arten aus der Kollektion Biourg 
und 3 sogenannte Citromyces. 

Das zweite, was uns auch eigenartig erscheint, ist die Abhangigkeit 
der Starkebildung bei den Schimmelpilzen vom hohen Sauregehalt im 
Nahrboden. Diese Abhangigkeit ist unserer Ansicht nach nicht be 


1 K. Zaleski, Bull. de Acad. Pol. Cracovie 1928. 
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griindet, und halten wir es deshalb fiir notwendig. unsere Unter 
suchungen auf Nahrbéden durchzufiihren. bei denen der Einflub 
mineralischer Saiure nur gering ist. Nach Boas geht die Stirkebildung 
bei Schimmelpilzen am besten vor sich in Naihrbéden von hohem 
Ammoniaksalzgehalt. wo durch Verbrauch des Ammoniumradikals 
das Saureradikal frei wird, und dadurch kann es die Stirkeproduktion 
begiinstigen. Zu diesem Zwecke nimmt Boas Nahrbéden mit 1 bis 
5°, Ammoniumnitrat Wir dagegen beschrankten diese Dosis bis 
auf O.1°., Ammoniumnitrat. 

Kleine Mengen mineralischer Stickstoffsalze wirken giinstig auf 
die Saurebildung der Schimmelpilze. Es war interessant festzustellen, 
wie sich die Schimmelpilze unter diesen Bedingungen verhielten und 
wie sich die Abhangigkeit der Saurebildung im Nahrboden einerseits 
und der Starkebildung im Mycelium bzw. auch in der Nahrlésung 
andererseits zeigt. Wir fiihrten aus, dab die Starkebildung als ein 
LebensprozeBerscheinung in engem Zusammenhang mit anderen 
physiologischen Prozessen sein mub, besonders mit denen, wo dic 
Produktion organischer Saure. wie wir es bei den Penicilliumarten 
schen'!, eine ihrer wichtigsten Lebensprozesse ist. Durch Betrachtung 
dieser beiden Erscheinungen, also der Stirke- und Siurebildung 
wollen wir die Entstehung und Bedeutung dieser Produkte bei den 
Schimmelpilzen — erkliaren. Durch Verwendung kleiner Mengen 
Ammoniumnitrat wolien wir den EinfluB der hier entstehenden Mineral- 
siuren bis zum Minimum beschrianken, um dadurch eine leichtere 
Entwicklung organischer Saiuren zu erzielen, und gleichzeitig einen 
parallelen Vorgang der beiden Prozesse. der Starke- und Saurebildung, 
zu erreichen 

Methodisches. 

Zur Ziichtung der Schimmelpilze verwendeten wir folgende Nahr 
losung: LO®, Rohrzucker, 0,1‘ Ammontumnitrat, 0.1 Monokalium 
phosphat und 0,05°, Magnesiumsulfat. Diese Nahrlésung verteilten wu 
je 100 cem in eine Reihe von Kolben aus Jenaer Glas mit flachem Boden 
(300 cem Inhalt). Der Sauerstoffzutritt war also erschwert. Alle Kolben 
wurden an einem Tage mit Schimmelpilzsporen geimpft und im Thermo 
staten bei einer Temperatur von etwa 32°C gehalten. Nach 3 Wochen, 
nachdem bei einer Mehrzahl der Kolben die Lésung mit Schimmelpilzen 
bedeckt war, wurden diese im Verlauf einer Woche der Reihe nach gemals 
der Entwicklungsstirke der einzelnen Pilze analysiert, doh. es wurden 
zuerst diejenigen analysiert, welche die starkste Pilzdecke zeigten, und 
nachfolgend die schwacher entwickelten. 

Die Analysen wurden auf folgende Weise durchgettihrt ; 

1. Es wurde Séure und Zuckergehalt bestimmt. Zu diesem Zwecke 
wurde die Kulturfliissigkeit vorn Mycelium durch Filtration getrennt 


' TT. Chrzaszecz und D. Tiukow, diese Zeitschr. 204, 106, 192s 
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In 20cem dieser abfiltrierten Nahrlésung (ohne Waschwasser) wurde dir 
Titrationsaziditat mit n 10 Natronlauge gegen Phenolphthalein bestimmt 
In dem iibrigen Teile der Fliissigkeit wurde nach entsprechender Ver 
diinnung, nach Inversion, der Zuckergehalt nach Bertrand bestimmt. Di 
erhaltenen Resultate wurden auf 100cem der Ausgangsfliissigkeit be 
rechnet. Zwar ist diese Berechnung nicht ganz genau, denn etwas Fliissig 
keit geht durch Verdampfung wahrend der Ziichtungszeit verloren, und 
etwas Fliissigkeit verbrauchen auch die Schimmelpilze. Jedoch sind diese 
Verluste bei allen Schimmelpilzen verhaltnismaBig gleich und gering, und 
denken wir deshalb keinen besonderen Fehler zu machen, wenn wir sir 
nicht beriicksichtigen, desto mehr, da es sich bei diesen Bestimmungen nur 
um relative Vergleichszahlen handelt, und so bleibt es auf das Verhaltnis 
der Saure zum Zucker ohne Einflub, ob etwas mehr oder weniger Fliissigkeit 
vorhanden ist. 

2. Nach Auswaschen des Myceliums mit destilliertem Wasser ver 
setzen wir es mit einigen Tropfen Jodjodkaliumlésung, um zu sehen, ob 
irgendwelche Farbreaktion stattfindet, und wie sie vor sich geht. Wi 
fiihrten diese Untersuchungen zur Orientierung an beiden Seiten der Pilz 
decke aus. Nachher machten wir senkrechte Schnitte durch das Mycelium, 
und diese feinen Praiparate untersuchten wir mikroskopisch in einem 
Tropten von n 106 Jodjodkaliumlésung. 


Experimentelles. 

Die Resultate unserer Untersuchungen stellten wir in zwei Tabellen 
zusammen. In die Tabelle L reihten wir diejenigen Schimmelpilze 
deren Mycelium durch Jodkaliumlésung blaue bzw. violette Farbe 
zeigt. In die Tabelle IT diejenigen, bei denen die Jodreaktion negativ 
ausfallt. 

Die erhaltenen Resultate dieser Tabellen zeigen sehr interessantes 
Material, welches ein ganz anderes Licht auf die Starkebildung bzw 
Bildung starkeahnlicher Substanzen bei den Schimmelpilzen wirft 
und uns erméglicht. diese Erscheinung anders zu erkliren als es auf 
Grund von Untersuchungen friiherer Forscher der Fall ist. 

Betrachten wir diejenigen Schimmelpilze, die eine positive Jod- 
reaktion zeigen, so sehen wir, daB diese sehr verschieden sich aubern 
kann. Die Farbung der Pilzdecke kann dreierlei sein: 

1. Sie farbt sich mit Jodjodkaliumlésung dunkelblau, zeigt also 
auf grobe Stirkemenge. 

2. Sie farbt sich blau-violett bzw. violett, zeigt also auf geringere 
Stairkemenge bzw. starkeahnliche Substanzen. 

3. Sie zeigt schwach gefirbte Streifen bzw. dunkelblau gefarbte 


zerstreute kleine Kiigelchen. 

Untersuchen wir die Pilzdecke weiter unter dem Mikroskop, so 
sehen wir noch eine weitgehende Differenzierung in der Lokalisation 
der Stirke. Wir miissen noch hervorheben, da} bei einigen Arten die 
Stirke an beiden Seiten der Pilzdecke, also der fruktizierenden und 
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Tale Ih - 





. halt 
Gesemte Verhaitnis 


Zucker: at nt. 
_ Pilzart — verbrauch ye oe Jodreaktion a 
Zucker. ung 
com g verbrauch 
l P. Jenseni Zal 14.25 8.1 1:0.568 unten blauviolette 4* 
Schichten 
? P. chloro-leueon 13.0 6.4 1:0492 oben dicke blaue 4 
Biourge Schichten 
38 PP. Chrzaszezi Zal. 7 33 1: 0471 Zentrum hellblau ; 
4 P. Matris-meae 16.5 6.9 1: 0418 unten Violett 4 
Zal Zentrum hellviolett 
5 P. Westlingi Zal 14,0 44 1: 0,314 einzelne blane schw 
Kagelchen a 
6 P.sulfureum Sopp 7.9 2.2 1: 0.314 einzelne blaue 2 
Kivelchen 
7 P.Soppi Zal 25.0 73 1: 0512 unten schmaler. 3 
violetter Streifen 
S VP. Janezewski Zal 25.0 74 1: 0.296 Mycelium dureh- 4 
vehend blauviolett 
9 P. Hagem: Zal. ISD 3.4 1:0.184 oben stark violett 3 
10 P. Patris mei Zal. 21.5 3.8 1:O0177 Zentrum hellviolett 8 
11 P. Raciborskii Zal 19.0 33 1:0.174 oben teilweise blau 2 
12 I’. Szaferi Zal 28.5 4.8 1: 0,168 oben blauviolett 3 
13 P. Thomi Zal 10.5 1.7 1: 0.162 oben blauviolette 3 
Schichten 
14. P. Biatov iezense Zal 28.5 4.6 1: 0161 unten hellviolett 2 
15 =P. Trzebinski-i Zal 29,5 4.6 1:0,156  Myeelium durch- 4 
gehend blauviolett 
16 Citromyces Pfette- 48.5 7.0 1:9.144 einzelne Kiigelchen 4 
rianus 
17 P’. Swieeickii Zal. 10.5 14 1: 6.133 unten schmale 
Streifen 
iS” P. Terlikowskii Zal. 23,0 2.8 1 : 0,122 oben und unten 3 
blauviolett 
19 P. Namystowskii 22.5 2.3 1:0,192 unten stark violett l 
Zal. 
20 =P. polonicum Zal 47.5 2.0 1:0,042 teilweise blauviolette 1 
Farbung 
21 P.solitum Westlingi 54,0 22 1: 0.041 unten blauviolett I 
22. SOP. Krzemieniewski 35.5 — - einzelne blane 4 
Zal. hKigelehen 


* Wir bezeichnen 4, wenn die ganze Oberflache der Kulturflussigkeit mit Mycelium bedeckt 
war; 3, wenn *, der Oberflache bedeckt war, usw 


derjenigen, die der Fliissigkeit zugewendet ist, vorkommt. Bei anderen 
zeigt sich die Starke wieder nur an einer Seite. Manchmal ist die Starke 
im ganzen Mycelium gleich stark. Dieser Fall kommt jedoch selten 
vor, und finden wir ihn nur bei Nr. 8 und 15. Ofters kommen Fiille 
vor, wo nur das Zentrum des Myceliums gefarbt ist oder diinne 
Schichten mit verschiedener Stirkemenge zeigt. Bei drei Arten beob 
achteten wir nur einzelne verstreute Stirkekiigelchen Am _ inter 


essantesten waren die Praparate der Pilze Nr. 1 und 13. Die Schnitte 
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Tabelle 11. 





Gesar Verhaltnis 
ecame = Zucker der Aziditat 





i Pilzart — nities ne an Be i 
Suckers cklung merkunger 
com y verbrauch 
23 P. Waksmanii Zal 8.5 6.6 1: 0.776 3 Fluoreszenz 
in Nahrios 
24 P. Steckii Zal 10,5 39 1: 0.371 l 
25 IP. Miezynskii Zal 12.0 Yo 1: 03825 4 
26 I. Biourgeianum Zal 12.0 3,8 1:O.317 | schwache 
Entwicklung 
27 P. Rivolii Zal. 20,0 5D 1: 0,275 4 Fluoreszenz 
28 I. aurantiogriseum Zal 15.5 3.0 1: 0,198 3 
29 DP’. brevi-compact. Dierckx 22.0 3.4 1: 0155 3 
3 P. Adametzi 37.5 55 1: 0.147 4 
3 P. Daleae 295 2.9 1: 0,098 4 
32. Citromyces glaber Wehme: 615 5S 1: 0,094 4 
33 P. Oledzkii Zal 67.5 DD 1: 0,081 4 
34 P. X 710 4.6 1: 0.065 2 
35 P. Niklewskii Zal. 94.5 3.1 1: 0,083 4 
36 P. Johannioli Zal. 108.0 26 1: 9.024 2 Finige 
37 P. Blakeslei Zal. 26,0 ‘ — 
38 P. Paczoskii Zal. 28.5 5 — 
39 ~Citromyces glaber Amsterd 20,0 z= 
40 P. anreo-limbum Zal. 16.5 => 
41 P. Si-e-maszki — 7 = 
42 P. Stefanji —e 
45 I. Kapuseinskil e 
44 I. italicum Wehmet 
45 P. Godlewskii 


* Wir bezeichnen 4, wenn dic ganze Oberflache der Kulturflissigkeit vom Mycelium bedeckt 
war; 3, wenn *, der Oberflache bedeckt war, usw. 
durch die Pilzdecke weisen eine Reihe scharf abgegrenzter Schichten 
auf. bei Pilz Nr. 1 sogar sechs Schichten. Schichten 1, 3 und 5 der 
Pilzdecke, von unten gerechnet. waren sehr intensiv blau-violett gefarbt. 
Bei Schichten 2 und 4 war die Fiarbung weniger intensiv. die obere 
Schicht. welche die Halfte der Pilzdecke einnahm, war gelb gefirbt. 
und gab keine Jodreaktion. In der fiinften Schicht kann man zahlreiche 
blau gefarbte Kiigelchen bemerken, welche in kleineren Mengen in der 
vierten und sechsten Schicht zerstreut waren. Ein ahnliches Bild 
finden wir bei dem Priiparat des Pilzes Nr. 13, nur mit dem Unterschied, 
daB die gefarbten Schichten von oben, also von der fruktizierenden 
Seite, anfangen und in noch gréBerer Zahl auftreten. Diese schichten- 
artige Lokalisation der Stirke war bis jetzt noch nicht beobachtet 
worden. Aus den Photographien kann man die Art der Lokalisation 
der Starke ersehen!. 

Beinahe die Halfte der durch uns untersuchten Penicilliumarten 
zeigten Stirkebildung bzw. Bildung stirkeahnlicher Substanzen. Die 


1 Wir danken Herrn Prof. Dr. L. Padlewski und Doz. Dr. J. Adamski 
fiir die Liebenswiirdigkeit, unsere Priparate zu photographieren. 
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Abb. 1 Abb. 2 


cillium matris«meae (Nr. 4), uaten violett Penicillium Thomi (Nr.13), oben blaueviolette 


fenrum hell-violett, oben gelb gefarbt 





Schichten, untere Haltte gelb gefarbt, mit 


kleinen blauen Kugelchen 
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Abb. 3. Abb. 4 
cillium Westlingi (Nr. 5). Einzelne blaue Penicillium polonicum (Nr. 20), unten teilweise 
Kigelchen. blaurviolette Farbung 
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Bedingungen der Schimmelpilzziichtung, unter welchen die Entstehung 
der Starke vor sich ging. waren grundverschieden von denen, unter 
welchen andere Forscher diese Starke beobachteten. Wahrend bisher 
ihre Gegenwart nur in Pilzen unter Einflu®B freier Saure. besonders 
Mineralsiure, festgestellt wurde, trachten wir bei unseren Unter 
suchungen, die Siure aus dem Nahrboden zu entfernen bzw. ihre Menge 
bis zum Minimum zu beschrinken. Und trotz dieser Verringerung 
der Saure ist eine ganze Anzahl von Pilzen nicht nur imstande, Starke 
zu erzeugen, sondern erzeugt sogar ziemlich viel. Es fragt sich also 
wie man diese scharfen Widerspriiche in der Beobachtung der Stirke 
produktion erklaren soll / 

Wenn die Ansicht F. Boas richtig ist. miiBte man a priori annehmen, 
daB alle Pilze, die keine Starkebildungsfahigkeit in unseren Unter 
suchungen zeigen, bei verinderter Wasserstoffionenkonzentration die 


Tabelle 111. 


Starkebildende Pilze. 





- Eze . = 5 o6 
£ aE r= =e i 3 V5.4 
c= eae 35 Gs | Se | 2"ss 
PS -] Pilzart S f= 25 g= se Eas Jodreaktion 
25 B28 Be oF Ne 2S3¢ 
SERN R& i > SEN 0 
- . = = CP, a 
Z af com ru _ 
1 P. Jenseni 0.1 1,16 28 2,78 1:1.35 Zentrum hellblau 
Zal. 05 0.31 18.2 2,42 :0.13 Zentrum teils, Rest 
durchgehend ge 
farbt 
1,0 0,23 17,0 2,12 1:012 Ebenso 


2.0 0.16 17,0 1,64 1:010 ~ 
5.0 0.09 17.0 0.99 1:0,.06  Teilweise gefarbt, ei 
zelne Kigelchen 


7 1:0.10 Gefarbte Schichten 

7 1:019 Mycelium = durch- 
gehend gefarbt 

1,0 0,33 15,9 1.64 1:0.10 Ebenso 

2,0 0,14 13.6 1,10 1:0,08  Hellblau 

5,0 0.05 14.7 O88 1:90.06 Reaktion zweifelhaft 


20 P. polonicum = 0,1 046 2 
05 0.57 1 


22 =P. Krzemie- 1,0 0,64 102 2,22 1:65.22 Keine Reaktion 
niewski Zal 0.5 032 26.1 Reaktion zweifelhaft 


1.0 031 26,1 1,75 1:0,07 Graublau 
2.0 0.23 27.2 1.53 1:0.06 Hellblau 
5,0 012 204 2,11 1:0.10 Reaktion zweifelhaft 


8 P.Janezewski 0,1 042 216 3.89 1:00.18 Untere Hialfte blau- 
Zal. violett 
05 0438 22.7 2,67 1:0.12 Mycelium durch- 
gehend gefirbt 


1,0 0,31 22,7 1:0,08 Ebenso 


1.91 
2.0 0.22 238 1,82 1:0.07 Unten schmaler 
Streifen 
5,0 0,13 21,6 1,14 1:0,05  Ebenso 
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T abe lhe / | . 


Nichtstarkebildende Pilze. 





: E e€ * v~ = 3 E 
4 2¢c= e =s - 2 "3.6 
f= 64s $5 §S= 4s 2583 
2? Pilzart s =< 2 . one 34 Es4 5 Jodreaktion 
25 Sas 82 S* =6“P 4gNS 
¢ r > > 
7 0 al cm £ > ™ 
36 ~=6OP. Jobannioli 1 0.54 93.1 3.02 1:0.03 Ejinzelne Zellen wefarbt 
Zal 0.5 1,11 10,8 4.09 1:038 Oben u. unten Streifen 
yvefarbt 
10 046 147 282 1:019 Mycelium durchgehend 
vefarbt 
2.0 O.1S 12.5 1.26 1:010 Ebense 
5,0) O06 14.7 0.71 1:0.05 Reaktion zweitelhaft 
34 a 0,1 59 615 3.40 1:0,05 Keine Reaktion 
OO} 0.72 295 3.16 1:00.11 Sehr schwache Reak- 
tion im Zentrum 
1.0 0.71 63.0 3,07 1:0,05 Reaktion zweifelhatt 
2.0 0.58 35,2 2.87 1:0,08 Ebenso 
5.0 0,49 38.6 272 1:0.07 Sehrschwache Reaktion 
23 P.Waksmani 0,1 O64 4.0 2.77 :0.69 Keine Reaktion 


1 
Zal OD 0.30 21,6 2,01 1:90.09 Reaktion zweifelhaft 
1.0 023 21.6 1.03 1:0.05 Ebense 
2.0 O14 18,2 0.93 1:0,05 Zentrum biau 
l 


5.0 0,09 23.8 0,20 :O0.01 Reaktion zweifelhaft 
> DP. Adametzi 0,1 0,42 159 3812 1:019 Keine Reaktion 
Zal. 0.5 1.02 261 419 1: 0,16 Zentrum = schwach 


violett 
1,0 0.39 65.8 2.63 1:0.04 Zentrum blauviolett 
2.0 036 601 2,52 1:0,04 Ebenso 


5,0 0,26 49.9 1,79 1:0,08 Zentrum  schwach 
vivlett 


Fahigkeit zeigen miibten, starkeahnliche Substanzen zu bilden. Um 
diese Frage zu erklaren. fiihrten wir eine Reihe von Untersuchungen, 
bei denen wir uns bemiihten, den EinfluB der Mineralsdiuren zu er 
méglichen. Zu diesem Zwecke wurde in der Nahrlésung die Ammonium- 
nitratkonzentration verandert. 

Zu unseren Untersuchungen nahmen wir vier starkebildende 
Schimmelpilze aus der Tabelle [ und vier nichtstarkebildende aus der 
Tabelle If. Jede Art war in fiinf Erlenmeyerkolben (300 com) geimpft 
und jeder Kolben enthielt 50 cem Nahrlésung (mit 5g Zucker). Der 
erste Kolben (Kontrolle) enthielt 0,1°,, Ammoniumnitrat, der zweite 
05°... der dritte 1°... der vierte 2°,, und der fiinfte 5°... und andere 
Salze wie friiher. Diese Untersuchungen stellten wir in den Tabellen II 


und IV zusammen. 


Aus obigen Untersuchungen kann man sehen, dal} von vier Pilz- 
arten, welche friiher keine Starke bildeten (Tabelle IV), zwei davon 
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namlich Nr. 36 und 380, bei VergréBerung der Ammoniumnitrat- 
konzentration eine sehr deutliche Jodreaktion zeigten. Die beiden 
anderen, Nr. 34 und 23, zeigten schwache. manchmal zweifelhafte 
Reaktion 

Bei Pilzarten, die friiher Starke bildeten (Tabelle II1). konnt« 
man Veranderungen bemerken,. welche durch erhéhte Ammonium 
nitratkonzentration hervorgerufen wurden. Die Pilze Nr. 20 und s&s 
waren nur teilweise bei Konzentration von 0.1 °,, Ammoniumnitrat 
gefarbt. Die Farbung tritt durch das ganze Praparat schon bei Kon 
zentration 0.5°., und war dabei die Entwicklung der Pilzdecke in 
beiden Fallen die gleiche, wie das Gewicht der getrockneten Mycelien 
zeigt. Ein fast analoges Bild zeigt uns der Pilz Nr. 1, hier konnten wir 
aber keine Schichten wie in friiher beschriebenen Versuchen bemerken 
Der Pilz Nr. 22. welcher bei friiheren Versuchen nur einzelne WKiigelchen 
zeigte, gab deutliche Reaktion nur in einem Falle (2,.0°,, NH,NO, 
in anderen Fallen war sie zweifelhaft. 


Diskussionen, 

Die erhaltenen Resultate unserer Untersuchungen zeigen, dab sic 
in mancher Hinsicht mit den Beobachtungen friiherer Forscher iiber- 
einstimmen. Jedoch erfordert der ganze Starkebildungsproze bzw 
stiirkeahnlicher Substanzen bei den Schimmelpilzen eine ganz ander: 
Erklarung, als es bisher der Fall war. Schon allein die Tatsache, dali 
Starke bei einer verhaltnismiabig groben Anzahl von Pilzen vorkommt 
und dieses bei ganz normaler Zusammensetzung der Nahrlésung, weist 
darauf hin, daB die Starkebildung eine ganz normale Erscheinung des 
Lebensprozesses darstellt. Es ist schwer anzunehmen, dab die durch 
Schimmelpilze produzierte Starkesubstanz eine andere Bedeutung hat 
als Reservestoff. Die Bildung dieser Substanz geht unserer Meinung 
nach auf enzymatischem Wege vor sich, worauf schon seinerzeit F. Boas 
hinwies, jedoch diese Ansicht spiter wieder aufgibt'. 

Die Ansicht, als ob Starkebildung durch Schimmelpilze von der 
im Nahrboden enthaltenen Saure abhingig ist. zeigt sich im Verlaut 
unserer Untersuchungen als nicht zutreffend. Die Menge der im Nahr 
boden entstandenen freien Salpetersaure war unter den Bedingungen 
unter welchen wir unsere Untersuchungen durchfiihrten, so gering 
(Tabellen I und II), daB man von ihrem EinfluB auf die Starkebildung 
schwer sprechen kann. Die einzige Saure, welche hier irgendwelchen 
EinfluB haben konnte, war organische Saure, die sich allmahlich in 
der Nahrlésung als Stoffwechselprodukt der Pilze bildete. Unsere 
Angaben iiberblickend, kann man leicht ersehen, daB die Aziditat bei 


1 F. Boas, Centralbl. f. Bakt. IT, 56, 7, 1922. 
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Pilzen, welche Starke bilden, niedriger ist als bei denen, welche keine 
Stirke bildeten, und daB in Tabelle I auf eine Einheit der Aziditit mehr 
Zuckerverbrauch war als bei Pilzen der Tabelle II. Wenn wir aus den 
labellen I und II den Durchschnitt fiir Aziditat, Zuckerverbrauch und 
lem Verhaltnis zwischen diesen Werten nehmen, so erhalten wir folgende 
Resultate : 

Tabelle V. 





Aziditat Zuckerverbrauch Verhaltnis 


|. Starkebildende Pilze, Nr. 1 bis 21 . . 23,03 4.3 1: 0.186 
Il. Nichtstarkebildende Pilze, Nr. 23 bis 36 40.7 4.3 1: 0.105 


Folglich ist bei unseren Versuchen das Verhaltnis zwischen Starke 
und Saurebildung gerade umgekehrt. Natiirlich kann der Zucker als 
einzelnes Kohlehydrat bei unseren Versuchen ein Material nicht nur 
fiir die Starke- und Saurebildung darstellen, sondern auch fiir andere. 
uns noch unbekannte Reservestoffe. Und es kénnen wirklich Fille 
auftreten, wo dieses Verhaltnis des Zuckers zur Siure sich anders 
zeigt. Als besonderes Beispiel hierfiir kann der Pilz Nr. 23 (Tabelle IT) 
dienen, bei dem trotz Nichtvorhandenseins von Starke der Zucker- 
verbrauch gréS8er ist als beim Pilz Nr. 1 (Tabelle 1). Diese Falle kommen 
jedoch nicht haufig vor, und deshalb glauben wir von einer Regel- 
miBigkeit des oben erwahnten Verhaltnisses zwischen Stirke- und 
Siurebildung sprechen zu kénnen. 


Es unterlief in bisherigen Untersuchungen verschiedener Forscher 
der Fehler, daB zufallig mit solchen Pilzarten gearbeitet wurde, die 
ausnahmslos stirkeahnliche Substanzen unter dem EinfluB von Saure 
bildeten. 


Die Resultate unserer Untersuchungen erlauben uns zu behaupten, 
daB die Starkebildung bei den Schimmelpilzen ein normaler ProzeB 
ist, und daB man unter den Schimmelpilzen vorliufig zwei Gruppen 
unterscheiden kann. Zu der einen Gruppe zahlen wir diejenigen, die 
unter normalen Bedingungen starkeahnliche Substanzen, bei ver- 
hailtnismaBig geringer Siurenmenge bilden. Zur zweiten Gruppe die- 
jenigen, welche unter denselben Bedingungen nur Saure produzieren 
Zwischen diesen zwei Gruppen existieren jedoch verschiedene Ubergiinge 


Laut Tabelle V sehen wir, daB starkebildende Pilze weniger Saure 
produzieren als nichtstarkebildende. In Tabelle IV, bei den Pilzen Nr. 36 
und 34, zeigt sich Starke bei VergréBerung der Ammoniumnitratdosis, 
was jedoch die Titrationsaziditaét herabsett. Diese Erscheinung beob- 
achten wir bei den Pilzen Nr. 23 und 30z nicht. Pilz Nr. 23 erzeugt 
unter normalen Bedingungen (bei geringer Ammoniumnitratmenge) tiber- 


Biochemische Zeitschrift Band 207. 4 
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haupt fast gar keine Séure, dagegen variiert Pilz Nr. 30 mit der Aziditat 
bei Veranderung der Ammoniumnitratkonzentration in sehr breiten 
Grenzen. 

Auf Grund unserer Beobachtungen kénnen wir jetzt den Zu- 
sammenhang zwischen der Starke- und Saurebildung bei den Schimme!- 
pilzen erklaren. 

Die Bildung und Anhaufung der Starke als Reservematerial des 
Organismus ist mit gewissen Energieausgaben verbunden, welche 
hier einerseits fiir die Synthese der Starke notwendig ist, und anderer 
seits wieder fiir ihre Zerlegung, also in einfache Verbindungen, welch 
sich als unmittelbares Ernahrungsmaterial eignen. 

Bei solchen Organismen, wo der Vorrat an Starke nach verhiltnis 
maBig langer Zeit verbraucht wird, kann dieser Energieverbrauc) 
nicht scharf zur Geltung kommen. Aber bei Schimmelpilzen, wo stirk: 
ahnliche Substanzen schon nach kurzer Zeit verbraucht werden bz. 
verbraucht werden kénnen, ist diese Ausgabe (hier geht es uns be 
sonders um Energie fiir die Zerlegung) nicht produktiv. Natiirlic! 
mu der Organismus der Pilze bei evolutionarer Entwickiung nach 
solchen Reservestoffen streben, fiir die er von dieser Energie nicht 
so viel verbraucht. Das rationellste ware fiir diese Organismen,. solche 
Substanzen als Reservestoffe abzulegen, welche sich schon gleichzeitig 
als Zwischenprodukte bei anderen Lebensprozessen bildeten. Solche 
Substanzen sind die organischen Sauren in Pilzkulturen, hauptsachlic) 
die Citronensiure. Dadurch werden auch die groben Schwankungen 
der Quantitat der organischen Sauren erklart und bei einigen Pilz 
arten sogar manchmal die sehr grobe Anhaufung von Citronensaur 
welche wir bei den Schimmelpilzen finden. In einer von unseren Pilz 
kulturen erhielten wir unter gew6hnlichen Bedingungen (8°, Zucke: 
0,1°% NH,NO,, 01°, KH,PO, und 0,05°,, MgSO,) 25°, Citronen 
siure vom Zuckerverbrauch und 50°, in Kulturen mit Caleiumcarbonat 
Jedoch ist es nicht ausgeschlossen, daB das Ablegen der neuen bequeme) 
Reservestoffe auch auf anderem Wege geschehen konnte, wo der Pilz 
als Reservestoff, z. B. Fett, esterahnliche oder andere uns noch w 
bekannte Substanzen auszuscheiden imstande ist. Als Beispiel kan) 
uns der Pilz Nr. 23 dienen, bei dem wir Stiarkebildung bei niedrige 
Aziditat und héherem Zuckerverbrauch nicht beobachtet haben. 


In der Natur begegnen wir nicht nur scharf abgegrenzten Type: 
von Starkebildnern und Saurebildnern, sondern am haufigsten. wir 
aus Tabelle I und II ersichtlich, treffen wir auf Ubergangsformen 

Aus unseren Hypothesen geht hervor, daB jene Schimmelpilz 


arten, die starkeahnliche Substanzen bilden, zu alteren Formen gehére: 
als die, welche organische Sauren bzw. andere Stoffe anhiufen. Di 
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Saurebildner stehen auf der evolutionaren Stufe hoher als die Starke- 
bildner und sind jiingere Formen. Diese Pilzarten kénnen nicht unter 
EinfluB der freien Mineral- oder organischen Sauren, infolge héherer 
Wasserstoffionenkonzentration, organische Saure anhaiufen und kehren 
auf die alte Weise der Anhaufung des Reservematerials zuriick, d.h 
beginnen starkeahnliche Substanzen zu bilden. Die Sauren wirken 
hier also nicht als Aktivatoren. In diesen Fallen ist die Starkebildung 
der Schimmelpilze eine atavistische Erscheinung. Wie es bei Pilzarten 
ist, welche normal keine Starke und fast keine Sauren bilden, erfordert 
weitere Studien. 


Es bleibt noch die Art und Menge der Lokalisation der stirke 
ihnlichen Substanzen zu erkliren. Nach unseren speziellen Beob- 
achtungen iiber diese Erscheinung glauben wir, daB die Lokalisation 
von aAuBeren Ursachen, wie Zuckerkonzentration, Wachstums- 
geschwindigkeit der Pilze. geniigenden Zutritt von Sauerstoff usw.. 
abhangt, wobei auch nicht ohne EinfluB die Art des Pilzes ist. Einige 
Arten beginnen Starke auszuscheiden, wenn die Zuckerkonzentration 
verhaltnismaBig hoch ist, d.h. im Anfang der Entwicklung ist, und 
héren bei bestimmter Verminderung dieser Konzentration auf. Bei 
solchen Arten beobachten wir die gefirbten Streifen im unteren Teile 
der Pilzdecke. Andere Arten wirken diesem Verhiltnis entgegen- 
gesetzt und beginnen, Starke bei verhaltnismabig verminderter Zucker- 
konzentration auszuscheiden. Hier beobachten wir die gefirbten 
Streifen im oberen Teile der Pilzdecke. Die Intensitat der Anhiufung 
kann verschieden sein. und deshalb bemerken wir bei einigen Pilzen 
verschieden intensiv gefarbte Schichten. Zuletzt sind es solche Arten, 
bei denen die Intensitat der Anhiufung sehr schwach ist, und sie 
scheiden nur einzelne Kiigelchen aus. 


Zusammenfassung. 

Unsere Untersuchungen iiber die Starkebildung bei den Peni- 
cilliumarten fiihren uns zu folgenden Resultaten: 

1. Die Bildung starkeahnlicher Substanzen bei Schimmelpilzen ist 
ein ganz normaler Prozeb, der bei einigen Pilzarten spezielle Bedingungen 
erfordert. 

2. Unter den Schimmelpilzen kann man zwei Gruppen bemerken: 
die der Starkebildner und die der Saurebildner. 


3. Die starkeaihnlichen Substanzen und der Uberschu8 der organi- 
schen Saure spielen die Rolle von Reservestoffen. 


4. Als Starkebildner charakterisierte Schimmelpilze bilden weniger 
organische Sauren als die Saurebildner. 


4* 
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5. Die Starkebildner sind altere Evolutionsformen als die Saure 
bildner. 

6. Die Bildung starkeahnlicher Substanzen bei solehen Schimmel! 
pilzarten, die normal andere Stoffe anhaufen, ist eine atavistisch: 


Erscheinung. 

7. Die Starke kann in verschiedener Menge ausgeschieden werden 
gewohnlich schichtenweise. 

8. Die Art und Weise der Lokalisation der starkeaihnlichen Sub 
stanzen ist von duBberen Ursachen abhangig. wobei auch die Art des 
Pilzes eine Rolle spielt. 
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Zur Frage 
nach einer desaggregierenden Wirksamkeit des Pepsins 
neben seiner sichergesteliten hydrolytischen Funktion. 


Von 
Max Frankel. 


Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebraischen 
Universitét Jerusalem.) 


(Eingegangen am 26. Dezember 1928.) 


Die Anschauungen tiber das Wesen der Pepsinwirkung haben in 
der letzten Zeit tiefgehende Umformungen erfahren. Wahrend noch 
vor kurzem mehrfach die Meinung ausgesprochen wurde, daB das 
Pepsin rein desaggregierend wirke, d.h. nur den Dispersitétsgrad des 
kolloiden Substrats erhéhe, ohne jedoch dessen eigentliche chemische 
Struktur zu beeinflussen (1), haben experimentelle Untersuchungen 
der letzten Jahre (2) gezeigt, daB die Pepsinverdauung mit einer 
chemischen Verinderung des Substrats einhergeht, die sich in der 
Freilegung von Aminostickstoff und von Carboxylgruppen auBert. 

Wenn nun auch diese letzten Befunde die Auffassung einer aus- 
schlieBlich desaggregierenden Wirksamkeit des Pepsins umstoben 
muBten, so bieten sie auf der anderen Seite an sich noch keine volle 
Sicherheit fiir die Formulierung /ediglich hydrolytischer Funktionen 
dieses Ferments. 

Zunachst besteht keine Gewahr fiir die enzymatische Einheitlich- 
keit der Pepsinpraparate; unter solchen Umstainden muS man im 
Auge behalten, dab der Nachweis einer bestimmten Funktion dieses 
Ferments das Vorliegen auch anderer nicht ausschlieBt!. 


1 Uber die Griinde. die zu der Annahme besonderer desaggregierender 
Funktionen des Pepsins gefiihrt haben, unterrichtet die Darstellung des 
Problems in der Arbeit von Sérensen und Katschioni-Walther; erwihnt sei 
hier vor allem der an bestimmten Substraten hervortretende geringe Umfang 
der hydrolytischen Spaltung bei gleichzeitiger auffalliger Verinderung der 
physikalischen Beschaffenheit des Substrats. 
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Dazu kommt, da die analytischen Methoden, die zur Verfolgung 
der Pepsinverdauung Anwendung fanden und die auf der quantitativen 
Erfassung der durch das Ferment aus dem Substrat freigelegten Amino- 
bzw. Carboxylgruppen beruhen, keinen Aufschlu8 dariiber zu geben 
vermoégen, ob neben dem von ihnen gemessenen hydrolytischen Spalt- 
prozeB nicht auch desaggregierende Vorginge vor sich gehen; denn 
letztere bestehen ja nicht in einer Auflésung eigentlicher chemischer 
Bindungen und kénnen daher auch nicht mit einer ausschlieBlich auf 
derartige Erscheinungen eingestellten Methodik erkannt werden 
Diese Uberlegungen stehen in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen 
zu denen S. P. L. Sérensen und Lydia Katschioni-Walther in ihrer 
letzten exakten Untersuchung iiber die Pepsinspaltung (2) gelangen 
da8B sich namlich auf Grund der bis jetzt bekannten Arbeiten noch 
nicht mit Sicherheit entscheiden lieB, ob neben der peptischen Spaltung. 
die in einer Freisetzung aquivalenter Mengen N H,- und COOH-Gruppen 
besteht (NH, : COOH = 1), noch irgend etwas (z. B. Desaggregation ) 
erfolgt. Abhnlich lassen auch A. Fodor und R. Schénfeld (3) in einer 
kiirzlich erschienenen Arbeit diese Frage offen. 

Bei dem gegebenen Sachverhalt schien es von Wert, an einem 
geeigneten Substrat zu priifen, ob im Verlauf der Pepsinverdauung 
experimentelle Anzeichen fiir eine Desaggregation ausfindig gemacht 
werden kénnen. Hierbei ist unter Desaggregation die Anderung des 
Gesamtverhaltens des Substrats im Sinne einer Herabsetzung des 
kolloiden Charakters und der Erlangung eines héheren Dispersitats- 
grades verstanden, wobei aber die eigentliche chemische Zusammen 
setzung unverdndert bleibt. Denn sind chemische Strukturanderungen 
des Substrats schon nachweisbar, so lassen sich die gleichzeitig beob- 
achteten physikalischen Erscheinungen als sekundire Folgen der 
primaren chemischen Eingriffe erkliren und es besteht dann keine 
Notwendigkeit, von einer Desaggregation in dem eben festgelegten 
Sinne zu sprechen. Fiir die vorliegende Fragestellung nach einer primar 
erfolgenden Desaggregation mu8 sich also die entscheidende Beob- 
achtung des Fermentprozesses auf die Zeit vor dem Auftreten der 
ersten chemischen Strukturanderungen, das ist vom Beginn der Pepsin. 
einwirkung bis zu dem ersten Nachweis von vermehrtem Aminostick- 
stoff bzw. vermehrter Carboxylgruppen beziehen. Dieser Abschnitt 
der Reaktion sei in der Folge als Induktionsperiode der hydrolytisehen 
Pepsinspaltung bezeichnet. 

DaB Vorginge wie die oben charakterisierten, bei denen allem 
Anschein nach nicht, wie bei der Lésung von CO—NH-Bindungen. 
Hauptvalenzen, sondern van der Waalsche Kriafte betroffen werden. 
méglich sind, zeigen Beobachtungen iiber den Einflu8 von gelinder 
Warme auf Gelatinelésungen, iiber die der Verfasser an anderer Stelle 
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berichtet hat (4). Es traten dabei an den thermisch vorbehandelten 
Ljsungen gegeniiber ihrem Ausgangszustand und gegeniiber ent- 
sprechenden Kontrollproben Eigenschaftsinderungen auf, die in ihrer 
Gesamtheit jenes Bild einer Desaggregation boten, das auch der friiher 
dargelegten Vorstellung von der Funktion des Pepsins als eines reinen 
Peptisators zugrunde lag. 

Insbesondere stellte sich unter dem EinfluB der Vorbehandlung 
eine betrachtliche Erhéhung des Durchdringungsvermégens durch 
Membrane ein, mit der eine starke Herabsetzung der Gelatinierfahigkeit , 
der Viskositat und des optischen Drehungsvermégens verbunden war 
Dagegen blieb das Verhiltnis von Amino- zu Gesamtstickstoff un. 
verandert, hydrolytische Spaltungen waren daher durch dic thermische 
Behandlung nicht eingetreten. Es handelt sich also bei der beob- 
achteten Erscheinung tatsachlich um die Beeinflussung von micellaren 
Kraften, um eine Desaggregation. Das geht auch aus der gleichzeitigen 
und gleichsinnigen Veranderung der Anzahl von kinetisch wirksamen 
Teilchen hervor, die zu einer starken Erhéhung des osmotischen Druckes 
in einer desaggregierten Lésung fiihrt?. 

Wenn nun an der Pepsinspaltung tatsichlich neben den sicher- 
gestellten hydrolytischen Erscheinungen auch Desaggregationsvorginge 
beteiligt sein sollten, so miiBte man bei Anwendung von Gelatine als 
Substrat der Pepsinspaltung an diesem Stoffe analoge Eigenschafts- 
anderungen wie die eben beschriebenen beobachten kénnen. Auch 
das Verhalten der Gelatine bei diesem FermentprozeB selbst lieB sie 
fiir derartige Versuche geeignet erscheinen, denn an der Gelatine zeigen 
sich besonders klar die charakteristischen Eigentiimlichkeiten der 
Pepsinwirkung. So ist die hydrolytische Spaltung, die dieses Protein 
durch Pepsin erleidet, wenig umfangreich, dagegen die physikalischen 
Veranderungen sehr weitgehend. Ferner tritt ein nachweisbarer Eingriff 
in die chemische Struktur der Gelatine erst nach verhaltnismabig 
langerer Einwirkungsdauer des Ferments auf, so daB die Induktions- 
periode der hydrolytischen Pepsinspaltung, in der eine Desaggregation 
der beschriebenen Art erfolgen kann, zeitlich sehr ausgedehnt und 
daher der experimentellen Untersuchung leicht zuganglich ist. 

Unter den bei der Pepsinverdauung vorliegenden Verhiiltnissen 
ist aus der Reihe der Eigenschaftsainderungen, die bei der Desaggregation 
der Gelatine auftreten, die des optischen Drehungsvermégens am 
sichersten erfaBbar. Es hat sich gezeigt, daB sich jede Zustandsheein. 
tlussung der Gelatine auch in einer entsprechenden Anderung der Grépe 
des optischen Drehungsvermégens kundgibt: Aggregation bewirkt Ver- 


1 Siehe dazu Maz Frankel, Kolloid-Zeitschr. 45, 355, 1928, und zwar 
S. 362; eine umfassende Untersuchung tiber diesen Gegenstand ist im Gange. 
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groBerung, Desaggregation Verringerung. Uber den betrachtlichen 
Umfang und die Empfindlichkeit dieser Verschiebungen geben dic 
Tabellen I und II Aufschlub. 


Tabelle I. 
Aktuelle Desaggregierung der Gelatine, bewirkt durch Temperaturerhohun, 
und ausgedriickt durch den fiir diese Temperaturen sich ausbildende 
Endwert der optischen Drehung. (0,4%ige, elektrodialysierte Golddruck 
gelatine.) 





Drehung im zifische Drehung im Spe zifische 
Temperatur ¢ lsdem-Rohr rebung Temperatur¢ Iedem+Kohr Bebune 
cc | Ge” | che 1 ce | oO” | eb 
10 1.23 307 28 0,66 165 
15 1,21 302 32 0,60 150 
16 1,16 290 35 0,58 145 
17 1,12 280 37 0,57 142 
19 1,05 262 41 0,56 140 
20 1,02 254 70 0,51 127 
22 0,93 232 72 0,50 125 
24 0,84 210 96 0,48 120 
26 0.76 190 9S 0.48 120 





Tabelle 11. 


Fortschreitende Desaggregierung von Gelatine, bewirkt durch zeitlich 
gestufte thermische Vorbehandlung der Lésung bei 36°*. 


~ 





Letzter (konstant gebliebener) 
Dauer der Wert der Drehung Drehung der 


vorangegangenen —_——— Brutschrank: in 
Prozenten der 


nretemens emis’ | Ngeeanmedeie | | Kantrotgaabe Kontroliprebs 
Stunden probe a(— °) 

48 0,91 0.96 94.8 

72 0,83 0,93 89,2 
120 en 0.93 88,7 
144 0,71 0,81 87.6 
168 0.85 1,01 84.1 
2167 0,26 O31 83,9 
288 0,29 0,36 80.6 
336 0,28 0,36 77,8 
408 0,27 0.38 71,0 
435 0,27 0,39 69.2 
507 Hg 0.38 67.1 
651 0.24 0,38 63,1 


+ Wegen verstirkter Triibung der Kontrollprobe werden von diesem Zeitpunkte an 
Brutschranks und Kontrollprobe gleichartig verdiinnt. 


* Die desaggregierte Lésung wird im Anschlu8 an die thermische 
Vorbehandlung bei der jeweiligen Zimmertemperatur bis zur Einstelluny 
eines konstanten Zustandes stehengelassen ; dieser resultierende Endzustand 
wird ausgedriickt durch den Wert fiir die optische Drehung. 
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Fiir die Zwecke der vorliegenden Untersuchung wurde daher der 
Verlauf der Einwirkung von Pepsin-Salzsiure auf Gelatine innerhalb 
der Induktionsperiode dieser Fermentreaktion polarimetrisch verfolgt ; 
zur Abgrenzung des eben bezeichneten Abschnitts der Pepsinspaltung 
gegen die normalerweise erst betrachtlich spater einsetzende Hydrolyse 
wurde gleichzeitig auch in entsprechenden Abstanden die Bestimmung 
von Aminostickstoff nach der gasvolumetrischen Methode von van Slyke 
vorgenommen. Das Einsetzen einer Desaggregation und ihr Fort- 
schreiten miiBte sich in einer deutlichen Verminderung des urspriing 
lichen Wertes fiir die Drehung des Substrat-Fermentansatzes kund- 
geben, wahrend in dieser Reaktionsphase noch keine Vermehrung von 
Carboxyl- bzw. Aminogruppen nachweisbar sein diirfte. 

Es war eine Vorbedingung fiir die Tragfihigkeit der Versuche 
mit Lésungen zu arbeiten, die in ihren Eigenschaften einen hinlanglichen 
Stabilitatsgrad' erlangt hatten, und alle auBeren Faktoren aus. 
zuschalten, die an sich zu Zustandsanderungen Anlab geben und so 
das Bild der Pepsinverdauung triiben kénnten. Einzelheiten dariiber 
werden im experimentellen Teile angefiihrt. Bei jedem Ansatz wurde 
die gewahlte Beobachtungstemperatur konstant gehalten; sie wurde 
in den verschiedenen Versuchsreihen innerhalb des Gebiets von 10 bis 37° 
variiert. Durch diese Abstufung der Versuchstemperatur wurde die 
Reaktionsgeschwindigkeit der Pepsinverdauung verindert und so die 
fiir die Untersuchung entscheidende Induktionsphase der hydrolytischen 
Pepsinspaltung bei verschiedener zeitlicher Ausdehnung _ studiert. 
Dadurch konnte auch Aufklérung dariiber gewonnen werden, ob der 
PepsinprozeB bei niedrigerer und héherer Temperatur prinzipiell gleich- 
artig verlauft. Denn es wurde die Méglichkeit diskutiert [A. Fodor und 
R. Schénfeld (3)), daB bei niedrigerer Temperatur lediglich die chemische., 
nicht aber die desaggregierende Funktion des Pepsins zutage trete. 
wahrend bei 37° beide Wirkungen nebeneinander verlaufen sollten. 

Die vielfach durchgefiihrten Versuche fiihrten zu dem’ Ergebnis 
daB die Pepsinverdauung bei den verschiedenen beobachteten Tem- 
peraturen in ihrem Wesen gleichartig ist. Weder bei niedrigerer Tem. 
peratur, bei der ein der Desaggregation quantitativ zuginglicheres 
Substrat vorliegt, noch bei einer héheren lieB sich innerhalb der ent- 
scheidenden Phase der Pepsinverdauung eine Anderung (Herabsetzung) 
des Wertes fiir die optische Drehung des Ferment-Substratgemisches 
feststellen [vgl. auch FE. Abderhalden und E. Steinbeck (5)). 

Eine fortschreitende mabige Verringerung dieser Grobe tritt in 
dem Verdauungsgemisch erst mit dem Einsetzen der auf die erste 
Phase folgenden hydrolytischen Pepsinspaltung auf. Wie schon aus- 


1 Vgl. hierzu Maz Frankel, Kolloid-Zeitschr. |. c., 1928. 
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gefiihrt wurde, ware es aber zu diesem Zeitpunkt bereits erfolgter 
chemischer Eingriffe nicht mehr gerechtfertigt, von einer primiaren 
Desaggregation zu sprechen. Uberdies ist auch die dann beobachtete 
Verringerung des optischen Drehwertes gegeniiber den durch thermische 
Desaggregation hervorrufbaren unwesentlich. 


Der Verlauf der Pepsineinwirkung auf Gelatine ergibt demnach 
keine experimentellen Anhaltspunkte fiir die Annahme einer primiar- 
desaggregierenden Funktion dieses Ferments. 

Uber Versuche, auch noch auf anderen Wegen zu einer Entscheidung 
iiber die vorliegende Fragestellung zu gelangen, wird im experimentellen 
Teile berichtet. Erwahnt sei hier noch ein Befund von EF. Abderhalden 
und A. Fodor (6); diese Autoren fanden gleich zu Beginn der Pepsin- 
einwirkung eine deutliche Herabsetzung der Leitfihigkeit der Ver- 
dauungslisung, womit auch meine Beobachtungen in Ubereinstimmung 
stehen, daB namlich der py-Wert schon zu Beginn der Induktions- 
periode einen deutlichen Anstieg zeigt. Ob diese Erscheinung dadurch 
zustande kommt, daB die Salzsiure des Fermentansatzes erst nach 
und nach durch das Proteinsubstrat adsorbiert wird, bleibt vorderhand 
noch unentschieden. 

Versuchsteil. 


Es wurde bereits im experimentellen Teile erwahnt, daB die Voraus- 
setzung fiir die Tragfahigkeit der polarimetrischen Methode bei der Unter- 
suchung der Pepsinverdauung die Anwendung zustandsstabiler Gelatine- 
lésungen als Substrate bildet. Im anderen Falle wiirden namlich die Zu- 
standsaénderungen der Gelatine selbst sich auch in der Anderung der Grobe 
der optischen Drehung kundgeben und damit die polarimetrische Beob- 
achtung des Verlaufs der Fermenteinwirkung unmdéglich machen. Derartige 
Zustandsainderungen treten z. B. selbst beim gelinden Anwiarmen oder 
Abkiihlen von Gelatinelésungen um nur wenige Grade auf. Es mubBte 
daher fiir jede der gewahlten Versuchstemperaturen die ihr entsprechende 
eigenschaftsstabile Gelatinelésung bereitgestellt werden; dazu wurde jede 
einzelne Lésung so lange vor dem eigentlichen Versuchsbeginn bei der 
fallweise fiir die Fermentreaktion in Aussicht genommenen Temperatur 
konstant gehalten, bis sie die fiir diese Bedingungen konstanten Eigen- 
schaften erlangt hatte. Dann erst wurde der Verdauungsversuch iso- 
thermisch angesetzt, und zwar so, daB auch die notwendigen Zusatze. 
z. B. die Pepsinlésung, vorher auf die gleiche Temperatur gebracht wurden. 
Auf diese Weise wurde eine Stérung der einmal erlangten Zustandsstabilitat 
des Substrats ausgeschlossen. 

Beim Arbeiten bei niedrigerer Temperatur ergaben sich zundachst 
gewisse Schwierigkeiten: die chemische Verfolgung der Pepsinwirkung 
das ist z. B. die Bestimmung des Aminostickstoffs — erfordert zur Er- 
zielung gréBerer Empfindlichkeit und Genauigkeit der Analysenresultate 
héhere Substratkonzentration. Nun sind aber Gelatinelésungen in der 
hierzu geeigneten Konzentration auch noch bei Zimmertemperaturen 
erstarrt und eigenschaftsstabile Sole unter diesen Umstanden bei niedrigeren 
Temperaturen iiberhaupt nicht erhaltlich. Denn wenn sie auch durch 
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kurzes Erwarmen durch lingere Zeit bei der betreffenden niedrigeren 
Temperatur flissig gehalten werden kénnen, so sind diese Lésungen doch 
nicht zustandsstabil: dieser Umstand ist wohl fiir die rein chemische Unter- 
suchung der Pepsinwirkung, nicht aber fiir die optische belanglos. Dagegen 
kénnen verdiinntere Lésungen, die als Substrate der polarimetrischen 
Untersuchung mit geniigender Genauigkeit verwendbar sind, auch bei der 
erwiinschten niedrigeren Versuchstemperatur eigenschaftsstabil werden. 

Es wurde deshalb in den ersten Versuchen die chemische und die 
polarimetrische Untersuchung der Pepsinspaltung in getrennten Ansitzen 
vorgenommen ; hierbei wurden fiir die erstere konzentrierte Lésungen des 
Substrats, fiir die letztere die erforderlichen verdiinnten angewendet. Um 
die jeweiligen Ergebnisse der parallel gehenden chemischen und optischen 
Bestimmungen aufeinander beziehen zu kénnen, mubten die Versuchs- 
bedingungen vdllig gleichartig sein, es muBte also, abgesehen von gleichem 
Verhaltnis der Substrat- und Fermentkonzentration, auch der py-Wert 
von zusammengehdérigen Proben identisch sein. 

Diesen Bedingungen wurde in folgender Weise entsprochen: ein Anteil 
der in iiblicher Weise bereiteten Gelatinestammlésung wurde zur Er- 
langung des verdiinnteren Substrats fiir die polarimetrische Untersuchung 
in genau bekannter Weise verdiinnt und bis zum Eintritt der erforderlichen 
Eigenschaftskonstanz bei jener Temperatur sich selbst iiberlassen, die fiir 
den entsprechenden Fermentversuch vorgesehen war. Vor Versuchsbeginn 
wurde eine gleichtemperierte Pepsinstammlésung hergestellt bzw. fiir die 
optische Versuchsreihe in genau der gleichen Art wie die Gelatinestamm.- 
lésung isotherm verdiinnt. Die Stammlésungen waren fiir die chemischen 
Untersuchungen bestimmt. Durch elektrometrische Titration wurde in 
gesonderten Versuchen ermittelt, welche Mengen von Salzsiure erforderlich 
waren, um jeweils in der konzentrierteren bzw. verdiinnteren Mischunyg 
der zusammengehérigen Gelatine- und Pepsinlésungen den gleichen, fiir 
die Fermentreaktion geeigneten Wasserstoffionenwert zu erhalten. Der 
einfache Zusatz der so gefundenen, fiir jeden der zusammengehdérigen 
beiden Ansitze verschiedenen Anzahl von Volumenteilen ein und derselben 
Salzsiure hatte zu einer Ungleichheit der Konzentrationsverhaltnisse in 
den Proben gefiihrt und den Vergleich der mit der chemischen bzw. optischen 
Methode erhaltenen Ergebnisse unméglich gemacht. Deshalb wurden die 
gefundenen differenten Zahlen von Kubikzentimeter Salzséure gleicher 
Konzentration auf gleiche Volumenteile von Salzsiurelésungen urgerechnet. 
die einen dementsprechend verschiedenen Gehalt an HCl aufwiesen. In 
den schlieBlichen Ansitzen wurde der py-Wert auBerdem noch durch 
elektrometrische Bestimmung kontrolliert. 

Bei den Pepsinspaltungen, die bei Temperaturen iiber 20° vor sich 
gingen, war es mdéglich, die Aminostickstoff- und die polarimetrischen 
Bestimmungen in Anteilen des gleichen Ansatzes vorzunehmen, weil hier 
zustandsstabile Sole auch schon in solehen Konzentrationen existieren, in 
denen Aminostickstoffbestimmungen mit geniigender Genauigkeit aus- 
fiihrbar sind. . 

Als Substrate dienten hier 2,5- bis 3°,ige Lésungen von Gelatine in 
Salzsiure, deren Konzentration so bemessen war, daB nach Zugabe des 
Pepsins in konzentrierter Lésung ein fiir die Fermentreaktion giinstiger 
pe-Wert resultierte. 

Die polarimetrischen Messungen erfolgten im Halbschattenapparat von 
Schmidt und Haensch bei der Wellenlange der D-Linie in 1-dem-Réhren; 
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die Temperaturregelung erfolgte durch Gasheizung des entsprechend ein- 
gebauten Wasserthermostaten. Bei den Mikrobestimmungen nach van Slyke 
wurde eine Schiittelzeit von genau 10 Minuten eingehalten. Die verwendeten 
Gelatinesorten waren Silber- und Golddruckgelatine (Kahlbaum). Als 
Pepsin wurden Praparate von Dr. Griibler-Leipziz, sowie von Parke-Davis- 
London verwendet. Die Versuche ergaben in allen Fallen ein einheit- 
liches Bild. 

Der Reaktionsverlauf ist an einigen Beispielen in den folgenden Tabellen 
ausgewiesen. Alle angegebenen Zahlenwerte sind Mittel aus mehreren 
Bestimmungen. Das Verhaltnis von Ferment- zu Substratkonzentration 
wurde in den verschiedenen Versuchsreihen variiert. ebenso die Reaktions- 
temperatur, diese im Gebiet von 10 bis 37°. 

Aus den Tabellen geht hervor, daB innerhalb der Induktionsperiode 
praktisch keine Anderungen der optischen Drehung des Ferment -Substrat- 
gemisches erfolgen. Ganz geringfiigige Abnahmen (um wenige Hundertste!- 
grade) zeigen sich gegen das Ende der Induktionsphase der Pepsinreaktion 
gelegentlich schon zu der Zeit, wo noch kein Aminostickstoffzuwachs zu 
verzeichnen ist, betrachtlichere erst nach Einsetzen der proteolytischen 
Hydrolyse. Man ware danach versucht, die Anderung des optischen 
Drehungsvermégens als ein empfindlicheres Zeichen fiir den Beginn der 
Hydrolyse als selbst die NH,-N-Bestimmung anzusehen; denn in den 
vorerwahnten Fallen wies eine unmittelbar an die erste Bestimmung an- 
geschlossene Analyse die Vermehrung des Aminostickstoffs bereits aus. 
Aber abgesehen davon, kénnen diese geringfiigigen Drehungsabnahmen 
keinesfalls als Zeichen einer primaren Desaggregation angesehen werden ; 
denn eine merkliche Lésung des Aggregationszustandes ist mit einer viel 
weitgehenderen Herabsetzung der Zahlenwerte fiir die optische Drehung 
verbunden, als sie hier vorliegen (vgl. Tabellen I und Il). Auffallige Ver- 
schiebungen im Kolloidcharakter traten erst nach einer langeren thermischen 
Behandlung auf, z. B. 651 Stunden auf 36°, wobei die Drehung nur mehr 
63°, des urspriinglichen Wertes betrug. 

Gegen die vorliegenden Befunde kénnte der Einwand erhoben werden, 
daB bei der Pepsineinwirkung wohl eine Verminderung der Drehung erfolge : 
sie wiirde jedoch durch die Anwesenheit von Pepsin-Salzséiure neben dem 
Protein verdeckt. Dem sind aber folgende experimentelle Tatsachen ent- 
gegenzuhalten : 

l. Verwendet man unter sonst identischen Verhiltnissen bei der 
Pepsinspaltung CGelatinelésungen, die noch nicht ihre Zustandskonstanz 
erreicht haben, so zeigen die polarimetrischen Bestimmungen des Ver- 
dauungsansatzes deutlich die charakteristischen betrachtlichen Anderungen 
der Drehwerte, wie sie derartige Gelatinelésungen auch fiir sich allein 
beobachten lassen. 

2. Setzt man analoge Pepsinversuche an, bei denen das Substrat in 
einem Falle eine thermisch desaggregierte, im anderen eine mit der ersten 
chemisch véllig identische, aber unvorbehandelte Kontrollgelatinelésung 
darstellt, so zeigt der Ansatz mit dem desaggregierten Substrat einwandfrei 
den durch die vorangegangene Desaggregierung des Proteins bewirkten 
geringeren Drehungswinkel; d.h. die optische Untersuchung der mit 
Gelatinelésungen verschiedenen Assoziationsgrades angesetzten Pepsin- 
spaltungen ergibt gleichartige Unterschiede in den Drehwerten, wie sie 
sich auch beim vergleichenden Polarisieren zweier derartig unterschiedener 
Gelatinelésungen in Abwesenheit anderer Stoffe herausstellen. Da ferner 
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mit dem Eintritt der hydrolytischen Spaltung eine deutliche Herabsetzung 
ies urspriinglichen Drehwertes der Ferment-Substratlésung auftritt, so 
ist man zu dem Schlusse berechtigt, dab die Anwesenheit von Pepsin- 
Salzsiure neben dem Protein keinen Grund fiir das Nichtsichtbarwerden 
emer Drehungsverminderung bilden kann. Das Ausbleiben dieser Er- 
scheinung spricht daher gegen die Annahme einer desaggregierenden Wirk- 
sarnkeit des Pepsins. 

Es wurde versucht, die vorliegende Fragestellung auch noch durch 
osmometrische Verfolgung der Pepsinspaltung wahrend ihrer Induktions- 
periode sowie durch quantitative Ultrafiltrationsmethoden zu entscheiden. 
Zur Anwendung gelangten im ersten Falle Kollodiumhiilsen, die gegen 
Hamoglobin geeicht worden waren und sich als untereinander vollig gleich- 
wertig erwiesen hatten, im zweiten Falle Kollodiummembrane, die nach 
den Angaben von Bjerrum und Manegold (7) hergestellt wurden, sowie 
kéiufliche Eisessig-Kollodiummembrane nach Bechhold. Die Pepsinspaltung 
wurde in diesen Versuchen vor Beginn der Messungen jeweils durch Natron- 
lauge sistiert. Es war jedoch trotzdem nicht mdéglich, auch nur mit An- 
teilen einer und derselben Untersuchungslésung in Parallelanséitzen zu 
iibereinstimmenden Zahlenwerten zu gelangen; selbst die Versuche mit 
Pepsinlésungen fiir sich fiihrten zu keinen eindeutigen Ergebnissen. Von 
einer Wiedergabe und Auswertung dieser Beobachtungen mu daher 
vorlaufig abgesehen werden. Unter diesem Vorbehalt sei gesagt, da®B auch 
sie in die gleiche Richtung weisen. 


Ausziige aus den Versuchsprotokollen. 


1. 
a) Ansatz fiir die Bestimmung des Aminostickstoffzuwachses. 


Substrat: 5°,ige Lésung von Golddruckgelatine (Kahlbaum) (Grund- 
gelatinelésung A,); die erstarrte Lésung wird durch gelindes 
Erwarmen einige Stunden vor Versuchsbeginn verfliissigt. 


Pepsin: Praparat von Parke, Davis & Co., London; 0,3¢ hiervon gelést in 
40 ccm Wasser und durch ein Hartfilter filtriert (Lésung P,). 


Ansatz: licem Gelatinelésung A, 
15 ., Pepsinlésung P, pu des Ansatzes 2,23. 
3 ., Salzsiure, 3,3 n 


b) Ansatz fiir die polarimetrische Untersuchung. 


Substrat: Lésung, hergestellt aus der Grundgelatinelésung A, durch Ver- 
diinnen von 25cem A, mit 150 cem Wasser; Lésung bis zum 
Erlangen der Zustandsstabilitat bei der spiteren Reaktions- 
temperatur von 13,5° stehengelassen (Gelatinelésung A,). 


Pepsin: Praparat von Parke, Davis & Co., London; Lésung P, (siehe 
unter a) wird in analoger Weise wie Substrat A, verdiinnt : 5 cem 
Pepsinlésung P, + 30 ccm Wasser (Pepsinlésung P,). 


Ansatz: 10ccm Gelatinelésung A, 
10 ,, Pepsinlésung P, pu des Ansatzes 2,19. 
3 ,, Salzsiure, n ‘10 
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Tabelle J. 
Ergebnisse der Versuche a) und b). Reaktionstemperatur 13,5 bis 14° 
Versuch a Versuch b 
Minuten seit Abgelesene ccm Nz nach Abzug des ’ 
Versuchsbeginn Locrvertes ‘= zweifacher Amino. Wert fur die Drebung in einem 
stickstoff; fiir 2 com Lésung Isdm-Robr (—°) 
0 0,61 0,62 
20 0,61 0,62 
40 0,61 0,62 
80 _- 0,62 
100 — 0,62 — 0,61 
130 0,63 0,60 
150 0.60 
190 - 0,60 — 0,59 
210 0.63 0,59 
Il. 


a) Ansatz fiir die Bestimmung von Aminostickstoffzuwachs. 
Substrat: 5°,ige Lésung von Silberdruckgelatine (Grundgelatinelésung A,): 
die beim Stehen erstarrte Lésung wird durch gelindes Erwairmen 
einige Stunden vor Versuchsbeginn verfliissigt. 
Pepsin: Praparat von Griibler & Co., Leipzig; 1g hiervon in 10 cem 


Wasser gelést und durch ein Hartfilter filtriert (Pepsinlésung P,). 


Ansatz: 25 ecm Silberdruckgelatine A, pu des 
2,5 ,, Pepsinlésung P, Ansatzes 
22.5 ,, Salzsiiurelésung entsprech. Konzentration 2,4. 


“=. 


b) Ansatz fiir die polarimetrische Untersuchung. 

Substrat: Silberdruckgelatinelésung A,, in analoger Weise aus A, bereitet 
wie A, aus A,: 5cem A, + 30 ccm Wasser. 

Pepsin: Praparat von Griibler d& Co., Leipzig; 2,5cem Pepsinlésung P 
(s. unter a), verdiinnt mit 15 ccm Wasser (Pepsinlésung P,). 


Ansatz: 10cem Silberdruckgelatine A, Pu des 
1 ,, Pepsinlésung P, Ansatzes 
9 ,, Salzsiurelésung entsprech. Konzentration 2,34. 


Tabelle II. 


Ergebnisse von IT, Versuche a) und b). Reaktionstemperatur 20°. 








Versuch a Versuch b 
ei ee ee ee a ie cher Amines Wert fiir die Drehung in einem 
stickstoff; fir 2ccm Lésung Isdm-Rohr (— °) 

0 0,49 0,52 
20 0,52 
35 — 0,52 
55 _ 0,50 
60 0,49 0.50 
90 0.50 0.49 
120 - 0,48 
140 = 0.46 

180 0,51 0,43 — 0,42 
245 0,52 0,41 


265 oe 0.40 — 0,39 
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itl. 
Gemeinsamer Ansatz fiir die Bestimmung von Aminostickstoff und fiir die 
polarimetrische Untersuchung. 


Substrat: 2,5 g Golddruckgelatine (Kahlbaum), in kleine Stiickchen ge- 
schnitten, in 30cem n/10 Salzséiure unter Zusatz von wenig 
Thymol und 65 ccm Wasser geldést, fiir die Fermentreaktion erst 
nach Erlangen der Zustandskonstanz verwendet. 

Pepsin: Praparat von Parke, Davis & Co., London; 0.2¢ in Leem 
Wasser geldést. 

Ansatz: 20cem salzsaurer Golddruckgelatine, 0.2¢ Pepsin in 1 cem 
Wasser gelést. 


Tabelle ITI. 


Versuchstemperatur 22°. 





Abgelesene ccm Nz nach Abzug des 


Minuten seit Wert fiir die Drehung in einem 
®) 


Verwuchabeginn | ea, tere Le Ieda-Robr | 

0 0.83 4,02 — 4,01 
25 4.02 — 4.01 
35 4,02 — 4,01 
50 3,97 — 3.86 
65 0,34 3,96 

95 : 3,95 

100 ~ 3.96 

130 3,96 — 3,95 

155 3,94 

18!) ; 0,91 3,92 

200 ~- 3,90 

230 3,88 

320 0,95 3.82 

350 3,76 

410 3,70 


IV. 


Gemeinsamer Ansatz fiir die Bestimmung von Améinostickstof{f und fiir dit 
polarimetrische Untersuchung. 
Substrat: Die bei dem vorangehenden Versuche verwendete Golddruck 


gelatinelésung. 


Pepsin: Priparat von Griibler & Co., 1g von diesem in etwa 10 cem 
Wasser gelést und filtriert. 


Ansatz: 50cem der salzsauren Golddruckgelatinelésung, 4.cem Pepsin- 
lésung, verdiinnt mit 10 cem Wasser. 
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Tabelle 1V. 


Reaktionstemperatur 26°. 





Pepsin: 


Ansatz: 


Minuten seit 
Versuchsbeginn 


Gemeinsamer Ansatz fiir dic 


Substrat: 


Abgelesene ccm N» nach Abzug des 
Leerwertes zweifacher Amino. 
stickstoff; fiir 2ccm Lésung 


Wert fur die Drehung in einem 
Isdm-Rohr (— ©) 


0 0.39 2,92 
20 2,92 
40 2,92 
50 2,99 
65 0.40 2.89 — 2.88 
75 2,87 — 2.86 
105 0.41 2.83 
145 — 2,80 
195 0.44 2.80 
210 2,79 
220 2.75 


\. 
Bestimmung von Aminostickstoff und fiir dis 
polarimetrische Untersuchung. 


n/l0 
Ver- 


2,5g Silberdruckgelatine werden zerkleinert, in 30 ccm 
, Salzsiure und 65 ccm Wasser sowie etwas Thymol geldst. 
wendung nach Eintritt von Zustandskonstanz bei 30°. 
Praparat von Parke, Davis & Co., 1g in 10cem Wasser gelést 
und filtriert. 


40 cem Gelatinelésung, 5 cem Pepsinlésung. 


Tabelle V. 


Reaktionstemperatur 30°. 











Minuten seit 


: | 
Abgelesene ccm N, nach Abzug des | Wert fiir die optische Drehung 


Versuchsbeginn ne a tontaan in einem 1-dmsRohr (— °) 

0 0.90 3,50 
10 3,50 
20 0.90 3,50 
30 0,92 3,48 
35 0,93 3,47 
40 ine 3,47 
50 = 3,45 
70 0,95 3,42 
90 3,39 
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Vi. 
Gemeinsamer Ansatz fiir die Bestimmung von Aminostickstoff und fiir die 
polarimetrische Beobachtung. 


Substrat: 2,5 g¢ Golddruckgelatine in 30 ccm n/10 Salzsiure unter Zusatz 
von 65ccm Wasser gelést; Verwendung nach Eintritt der Zu- 
standsstabilitat. 

Pepsin: 1g Praparat von Parke, Davis & Co. in 10 ccm Wasser geldst. 


Ansatz: 50ccm Gelatinelésung, 4 ccm Pepsinlésung. 


Tabelle V1. 


Reaktionstemperatur 36°. 





Abgelesene ccm N, nach Abzug des 


Leerwertes = zweitacher Amino- Wert fur die optische Drehung 


Minuten seit 


Versuchsbeginn stickstoff; fur 2ccm Lésung in cinem I-dmeRohr (— °) 

0 0,68 2.98 

5 — 2.98 

15 0,68 2.97 
20 0,69 2.95 
30 2.93 
35 O71 289 
50 0.73 2.86 


Literatur. 


1) Vgl. C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirxungen, 5. Aufl., 
2, 812 und 813. Leipzig 1926; s. jedoch auch Derselbe, diese Zeitschr. 179, 261, 
1926. — 2) V. Henriques und J. K. Gjaidbaek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 75, 
362, 1911; 88, 83, 1913; s. auch M. Siegfried, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
90, 271, 1914; EB. M. Frankel, Journ. of biol. Chem. 26, 31, 1916; H. Steudel, 
J. Ellinghaus und A. Gottschalk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 154, 21 und 198, 
1926; 166, 84, 1927; BE. Waldschmitz-Leitz und E. Simons, ebendaselbst 156, 
114, 1926; 171, 70, 1927; S. P. L. Sérensen und L. Katschioni-Walther, 
ebendaselbst 174, 251, 1928. 3) A. Fodor und R. Schénfeld, diese Zeitschr. 
200, 223, 1928. 4) Max Frankel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 17; 
170, 247, 1927; Kolloid-Zeitschr. 45, 355, 1928. 5) BE. Abderhalden und 
E. Steinbeck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 68, 293, 1910. 6) EB. Abderhalden 
und A. Fodor, Fermentforschung 7, 61, 1923. 7) N. Bierrum und E. Mane- 
gold, Kolloid-Zeitschr. 42, 97, 1927. 
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Eine Mikrovorrichtung fiir Leitfihigkeitsmessungen 
der kleinsten Fliissigkeitsvolumina. 


Von 
igor Remesow. 


(Aus der Abteilung fiir Biochemie und aus dem physikalisch-chemischen 
Laboratorium des Staatlichen Instituts fiir arztliche Fortbildung in Lenin- 
grad.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1928.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


In einer Reihe von Fallen, besonders auf dem Gebiete der physio 
logischen Chemie, hat man es sehr oft mit beschrankten Quantititen 
von Substanz zu tun, die den Forschern zur Verfiigung stehen 
Wenn dieser Umstand bei analytischen Arbeiten bisweilen durch An- 
wendung geeigneter mikrochemischer Methoden keine Schwierigkeiten 
bietet, so werden sich im Fall, der Notwendigkeit, irgendwelche elektro- 
chemische Bestimmungen vorzunehmen, gewisse Hindernisse ein. 
stellen. In der Tat, die Leitfahigkeitsmessungen in den physiologischen 
Fliissigkeiten fanden bis jetzt, auBer anderen Ursachen, gerade wegen 
erwahnten Mangels an untersuchtem Material und dem Fehlen eines 
sicheren, dazu geeigneten Mikroverfahrens, ziemlich beschrankte 
Verwendung. 

Viola’, Bugarski-Tangl*, Hamburger*, Botazzi*, Kordnyi-Bence®, 
Collip*, Atchley, Loeb, Benedikt und Palmer’, Javal® u. a., die viele Unter- 
suchungen tiber Leitvermégen verschiedener physiologischer Fliissigkeiten, 
besonders des Blutes, ausgefiihrt hatten, hatten trotz einiger Modifikationen 
der LeitfahigkeitsgefaBe doch keine Méglichkeit gefunden, diese Messungen 


mit kleinen Voluinina auszufiihren. Northrop®, der die elektrochemische 


! Viola, Estratto del period. Rivista veneta di science med. 18, 1901. 
* Bugarski-Tangl, Arch. f. d. ges. Physiol. 68, 389, 1897; 72. 531, 1898. 
3 Hamburger, diese Zeitschr. 86, 309, 1918. 

4 Botazzi, Ergebn. d. Physiol. 7, 161, 1908. 

5 Kordnyi-Bence, Pfliigers Arch. 110, 513, 1905. 

® Collip, Journ. of biol. Chem. 42, 207, 1920. 

? Atchley, Loeb, Benedikt und Palmer, Arch. of intern. med. 31, 606, 1923. 
8 Javal, C. r. d. ?Acad. des scien. 158, 428, 1914. 

® Northrop, Journ. of gener. physiol. 4, 227, 1920. 
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Trypsinbestimmungsmethode vorschlug, war wohl der einzige, der den 
Weg des Mikroverfahrens in der Elektrochemie gewiesen hat. Trotz des 
geringen und sehr einfachen MaBes seiner ,,Pyrex**-Elektrode, arbeitet 
doch Northrop in seiner Trypsinmethode mit ziemlich groBen Volumina 
von Gelatine. 

Ein direktes, sicheres Mikroverfahren fiir die Leitfahigkeits- 
bestimmungen von physiologischen Fliissigkeiten ist bis jetzt noch 
nicht gefunden worden. 

Um auf sehr bequeme und sichere Weise die Leitfahigkeits 
bestimmungen in sehr geringen Fliissigkeitsvolumina auszufiihren 
konstruierte ich eine Mikrovorrichtung zu meinem neuen Vakuum- 
widerstandsgefaB (Remesow 4), welche beliebige Substanzvolumina bis 
zu 0,05 cem zu verwenden erlaubt. Wie aber die weiteren Versuche 
bei der Priifung dieser Mikrovorrichtung gezeigt haben, ist es bei der 
Verwendung von Fliissigkeitsmengen von 1,0cem und weniger not- 
wendig, um exakte Messungsergebnisse zu erhalten, die tibliche klassische 
Methode von Kohlrausch in gewissen Teilen zu modifizieren, wovon 
unten die Rede sein wird. 


Mikrovorrichtune. 


Die vorliegende Mikrovorrichtung stellt im Prinzip eine Abanderung 
des Deckels meines neuen VakuumwiderstandsgefiBes normalen Typs fiir 
Fliissigkeiten in Anfangsvolumina von 25 ccm 
(Remesow) dar. 

Auf der Abb. 1 ist die Mikrovorrichtung 
im senkrechten Durchschnitt dargestellt. Sie 
besteht aus zwei Hauptteilen, dem GefaB (V) 
und dem Deckel (D), letzterer stellt die Mikro- 
elektrode eigentlich dar. Der Deckel (D) kann 
leicht abgenommen werden und trigt die auf 
ihm montierten Teile. vor allem die zwei 
Drahtplatinelektroden (E£) mit konstantem 
Abstand, glie an die an den Deckel befestigten 
Glasréhren (PF) angelétet sind; diese Glas- 
rohren fiithren im Innern amalgamierte Kupfer- 
drahte (Durchmesser = 2,0 mm), die als Leiter 
dienen und nach auBen mit zwei Polschrauben 
(K) enden. Der Kontakt zwischen den Platin- 
elektroden und den Polschrauben ist auf diese 
Weise véllig gesichert. Durch die Mitte des 
Deckels geht in einem besonderen Schliff 














ein luftdicht eingeschliffener Glasstab, der Abb. |. 
vr “ ’ : . Mikroelektrode zur Leitfahigkeits- 
sogenannte ,,Niveaustab“ (V). Dieser Stab iesinmene 


ist unten rundférmig eingebogen und _ bildet 

eine Offnung, in welcher das kleine GefaB (G@) mit der zu untersuchenden 
Fliissigkeit befestigt wird. Mittels der Schraube (Z) kann man diesen 
..Niveaustab“ hin und her schieben, so daB auf ihm das _ befestigte 


1 Remesow, diese Zeitschr. 189, 34, 1927. 


cr 
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GefiB seine Lage in bezug auf die unbeweglichen, auf dem Decke! 
sitzenden Platinelektroden andern kann. Dadurch wird es erméglicht, das 
auf dem unteren Ende des ,,Niveaustabes“ befindliche GefaB (G) so weit 
nach oben zu ziehen, bis die beiden Platinelektroden in demselben ganz 
eingetaucht sind. Dann wird die Schraube (Z) festgemacht und die Mikro- 
vorrichtung ist gebrauchsfertig. Um das GefaS8 abnehmen zu kénnen, 
schraubt man die Klemme (Z) ab und schiebt den Niveaustab nach unten. 
Dadurch wird der leichte Wechsel von GefaBen der Mikrovorrichtung 
erreicht. Fiir die Messungen ist es auBerordentlich leicht (selbst dem 
Forscher), beliebige Mengen solcher GefaéBe jeden Inhalts darzustellen. 

Fiir die vorliegende Mikrovorrichtung habe ich folgende Mikrogefibe 
eingefiihrt: 5,0, 3,0, 1,0, 0,75, 0,50, 0,30, 0,10, 0,05cem. Jedes Gefai 
muB natiirlich auf seine Widerstandskapazitét nach den Angaben von 
Kohlrausch-Holborn* genau gepriift sein, worauf dasselbe fiir Leitfaihigkeits 
messungen zur Verwendung kommen kann. 

Es ist noch zu bemerken, daB der Deckel (D) noch eine Offnung tragt, 
durch welche ein fein geschliffenes Thermometer geht (auf der Abbildung 
nicht angegeben), mit Teilungen zu */j99° C, mit einstellbarem Nullpunkt 
(vereinfachter Beckmannscher Behilter), berechnet auf einen Bereich von 2°. 

Damit die zu untersuchenden kleinen Fliissigkeitsmessungen nicht 
austrocknen kénnen und um immer eine genaue Kontrolle iiber die méglichen 
Temperaturschwankungen im Innern des VakuumgefaBes zu haben, miissen 
in dasselbe etwa 20 ccm destillierten Wassers von gewiinschter Temperatur 
eingegossen werden. Mittels des Thermometers ist es méglich, wahrend 
der Leitfahigkeitsmessung die Temperaturkonstanz im Innern des GefiBes 
dauernd zu beobachten. 

Die vorliegende Mikrovorrichtung ist fiir Leitfahigkeitsbestimmungen 
der guten, auch der schlechten Leiter, jedoch mit elektrolytischem Wider- 
stand nicht unter 10 und nicht tiber 100000 Ohm berechnet. Die Wider 
standskapazitaét der MikrogeféBe bewegt sich zwischen 0,006 0.05 
je nach GréBe und Inhalt derselben, so daB das Leitvermégen der 
Verdiinnungen von n/10 bis n/1000 Lésungen bestimmt werden kann. 


Ausfiihrung der Messune. 


Bei den Messungen mit den Fliissigkeitsvolumina bis 1,0 cem gibt 
die Verwendung der klassischen Methode von Kohlrausch mittels der 
Wheatstoneschen Briicke geniigend befriedigende Resultate. Jedoch mit 
der Verringerung der Volumina der zu untersuchenden Fliissigkeit fallt 
die Anwendbarkeit der iiblichen Kohlrauschschen Methode. 

Die kleine Elektrodenfliche, die Form derselben, verursachen be 
geringen Mengen von Fliissigkeiten, daB das Tonminimum auBerordentlich 


verwaschen ist und sich im Bereich von 2 bis 4mm Me®briicke verschiebt, 


was eine Anderung der entsprechenden Leitfahigkeit um etwa 1 bis 144° 
herbeifiihrt. AuBerdem wird bei der Verwendung sehr kleiner Fliissigkeits- 
mengen die GréBe der Selbstinduktionskoeffizienten in der Wheatstone schen 
Briicke und dementsprechend auch der allgemeine Widerstand in derselben 
erhéht sein, da zur Reaktanz noch der Impedanz sich anschlieBen wird. 

Alles dies stellt offenbar nichts anderes dar, als Fehlerquellen bei 
Leitfahigkeitsmessungen kleiner Substanzmengen unter Verwendung der 
iiblichen Wheatstoneschen Briicke. Dabei ist, wie die durchgefiihrten oszillo- 


1 Kohlrausch-Holborn, Leitvermégen der Elektrolyte, 2. Aufl. 
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graphischen Messungen! gezeigt hatten, bei den Messungen der Fliissigkeits- 
volumina unter lecm eine wesentliche Dampfung von Stromfrequenzen 
vorhanden. Wien* hatte gezeigt, daB die Empfindlichkeit des Telephons 
in der Briicke auGer einigen iibrigen Faktoren gerade von der Strom- 
frequenz abhangig ist. Sie ist am gréBten, wenn letztere mit der Eigen- 
frequenz der Telephonmembrane iibereinstimmt. Hier aber ist das nicht 
der Fall, und dies fiihrt also noch zum verwaschenen Tonminimum und 
dem Verlust der Telephonempfindlichkeit. 

Um alles dies méglichst auszuschalten, modifizierte ich die Methode 
von Kohlrausch, und zwar durch Anwendung von Kathodenréhren als 
Verstarker. Zum Unterschied von friiheren, auf ahnlichem Prinzip be- 
ruhenden Modifikationen von Hall-Adams*, Lorenz-Klauer*, Holborn® u. a. 
liegt meiner Modifikation die Verwendung einer doppelten Verstdrkung 
mittels des Niederfrequenzverstarkers bei gleichzeitiger Ausgleichung in 
der Briicke der sogenannten .,Blindkapazititen“ zugrunde. Fiir die guten 
Leiter gab ein vorziigliches Ergebnis die Verwendung der Eingitterkathoden- 
réhre mit geniigend abschiissiger Emissionskennlinie; fiir die schlechten 
Leiter ergab die Anwendung der Doppelgitterkathodenréhren bessere 
Resultate. 

Auf Abb.2 ist das Schema fiir die vorliegende Modifikation der 
Wheatstoneschen Briicke dargestellt. 
































| 





rage 


Abb. 2 
Schema fur die Ausfuhrung der Mikromessungen von Leittahigkeit 
mittels Eingitterréhrenverstarker. 


? Fiir die wertvolle Hilfe bei oszillographischen Messungen méchte ich 
an dieser Stelle Herrn Dipl.-Ing. A. Seroff meinen besten Dank aussprechen. 

2 Wien, Ann. d. Physik. (4) 4, 450, 1901. 

8’ Hall-Adams, Journ. of Amer. Chem. Soc. 41, 1515, 1919. 

* Lorenz-Klauer, Zeitschr. f. anorg. Chem. 186, 121, 1924. 

® Holborn, Zeitschr. f. Phys. 6, 328, 1921. 
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Das Prinzip meiner Doppelverstarkung ist folgendes: 





Der Briicken- 





strom wird durch die induktive Koppelung (L7') an das Gitter der Ein- 
gitterkathodenréhre gefiihrt, hier verstarkt und zur Erzeugung grofer 
Spannungsschwankungen im Sperrkreis (S—C) verwandt. Diese Schwin 
gungen werden durch einen Kristalldetektor (D) gleichgerichtet und durch 
einen Niederfrequenztransformator (7) dem Gitter der Roéhre wieder 
zugefiihrt und nochmals verstarkt. Der niederfrequente Strom kann den 
nur fiir die Hochfrequenz abgestimmten Sperrkreis ungehindert passieren 
und wird dem Telephon zugefiihrt. Fiir die schlechten Leiter wurde die 
doppelte Verstarkung mittels einer Doppelgitterréhre angewandt. Aut 
der Abb. 3 ist ein solches Schema angegeben. 
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Schema fur Doppelgitterrohrenverstarkung. 


Hier werden die Schwingungen Briickenstrom (mit negativer 
Vorspannung) dem AuBengitter der Réhre zugefuhrt und erscheinen ver- 
stirkt im Anodenkreis. Sie passieren das Telephon durch den parallel 
eingeschalteten Kondensator (etwa 1000cm) und werden durch dir 
Koppelung (50:75 Wd) und iiber den Schwingungskreis. an das zweit: 
Gitter zuriickgefiihrt, jetzt als niederfrequente Schwingungen 
Telephon zu erregen. 


vom 


um das 


Zum Bau meines_ ,,Doppelverstarkers“* nach gegebenem Schema 
verwandte ich folgende Teile: als Niederfrequenztransformator wurc: 


der Niederfrequenztransformator vom ,,Kérting“ (Ubersetzung 1:4) ge 
nommen. Fiir Gleichrichtung der Hochfrequenz diente der  Kristall- 
detektor ,,S“* (ehemalige deutsche Kriegsware). Fiir den Sperrkreis (S— L 
dienten die doppelte Selbstinduktion (zweimal 50 Windungen) und di 
Blockkondensatoren, sogenannte ,,Dubilierkondensatoren*“* vom _ ,,Tele- 
funken“-Typ CDE 581 von 100 und 2000cm. Sehr wichtig ist die richtige 
Wahl der passenden Verstarkerréhre. Aus sehr groBen Mengen auf den 
Markt vorhandener Verstarkerréhren, auf Grund einer Reihe von mir 


ausgefiihrter Proben und Nachpriifungen, hatten sich als sehr geeignet« 
Roéhren die Eingitterverstarkerréhren von ,,Telefunken"-Typ RE 504 (frithe: 
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RE 209) und RE Typ 154 gezeigt. Auf der Abb. 4 ist die Charakteristik 
der Réhren von solchen Typen dargestellt. Je nach der Anodenspannung 
mu die negative Gittervorspannung von 5 bis — 14 Volt zeigen. Die 
Emission dieser Réhre betragt etwa 40 Milliamp.., 
Heizung (Fadenspannung) ist 3,5 Volt, bei Anoden- 
spannung von 80 bis 220 Volt. Der Durchgriff der 
Roéhre ist etwa 20°., bei dem inneren Ohmschen 
Widerstand derselben von etwa 6000 Q. 


Mii Amp 


Der Charakteristik des Elektronenrelais ent- 
sprechend, werden geringe Schwankungen des Gitter- 
potentials relativ besser verstarkt als gréBere, so 
daB auBer einer Erhéhung der Lautstirke des 
Telephons vor allem deren steilerer Anstieg in det 
Nahe des Tonminimums die Folge ist. Der Effekt 
kann mitunter so groB sein, daB bei verstarktem 
Strom das Minimum unter Umstanden nicht ganz 
leicht aufzufinden ist. Man muB dann zuniichst 
ohne Verstarker die Nullstellung annahernd ermitteln 
und erst zur Feinstellung die verbesserte Methode 
heranziehen. Die Verstarkung mit der angegebenen 
Réhre RE 504 wachst mit abnehmender Laut- 
stirke und erreicht mit zunehmender Lautstarke 0-8 -¥ 0+ 8 +B +24+J2V0l 
: ‘ i nw . = — oMerspanmung _ 
einen von der GréBe derselben ziemlich unab- 
hangigen Verstirkungswert. Sie macht also darum 
aus dem breiten, unverstarkten Minimum bei Ab- 
gleichung der Briicke ein so AuBerst scharfes 
Minimum, da es, wie oben gesagt ‘worden, leicht iiberhért werden 
kann. In der Abb. 5 ist die Tonstirke als Funktion der Briickenstellung 
dargestellt. 














Abb. 4 
Charakteristik der 
Rébre RE 504 


Die aus Tonstarkekurven fiir unverstarkten und verstarkten Briicken- 
strom zu ersehende, praktisch vollkommene Tonlosigkeit im Minimum ist 
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Abb. 5. 
Tonstarkekurven fur Briickenstrom. (Tonstirke 7 
als Funktion der Briickenstellung Z) T = / (7) 


aber nur bei sorgfaltiger Abgleichung der Polarisation, sowie von Selbst 
induktion und Kapazitéten in verschiedenen Briickenzweigen zu erreichen. 
Wenn aber doch diese nicht erreicht ist, so ist zwar ebenfalls ein Minimum 


der Lautstaérke vorhanden, doch bleibt bei demselben noch eine grobe 
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absolute Lautstairke zuriick. In der Abb. 6 ist solches Tonminimum bei 
Verstarkung auch unverstarkt wiedergegeben. 

Wie aus den Tonminimumkurven zu ersehen ist, zeigt unter oben- 
gesagten Umstinden das Tonminimum bei Verstaérkung schon ein Plateau, 
welches einem etwa 2mm Mefdrahtbereich entspricht, was eine Anderung 
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der zugehérigen Leitfahigkeit auf etwa 0,4 bis 0,8°; verursacht. Wenn wir 
aber die «mnverstirkten Tonminimumkurven betrachten wollen, so mul 
man weder ein verwaschenes, noch im Bereich von 8 bis 10mm der Briicken- 
stellung liegendes breites Tonminimum feststellen, was zu betrachtlichen 
Fehlern fiihren kann. 

Um erwahnten Fehlerquellen, die schon am Tonminimum sich hemerk- 
bar machen, zu entgehen, muB in der vorliegenden Briickenmodifikation 
auBer Doppelverstirkung die Abgleichung von_ ,,Blindkapazitaten", 
Selbstinduktion und eventuell Polarisation erreicht werden. 

Die Blindkapazititen in den Briickenzweigen wurden dadurch kom- 
pensiert, daB parallel zum Leitfihigkeitsgefa8 und Widerstandskasten zwei 
desgleichen mit geringer Kapazitét etwa 500cm variablen Drehkonden- 
satoren eingeschaltet worden sind. Bei der Verwendung der kompen- 
sierenden Kapazitéten mu man darauf achten, daB bei der Wahl von 
passenden Kondensatoren eine méglichst feine Einstellung und méglichst 
geringe Anfangskapazitaét derselben wichtig ist. Ich verwandte fiir meine 
Einrichtung die zwei gleichen 500-cm-Rundfunkdrehkondensatoren (System 
,f’érg**), die den obenerwahnten Bedingungen entsprachen. Die Schaltung 
dieser Kondensatoren ist auf dem Schema (Abb. 2) angegeben. 


Was nun die Blindselbstinduktion betrifft, so kommt bei Verwendung 
nichtdekadischer, praziser Widerstinde dieselbe nicht in Betracht. 


Die letzte der erwaihnten Fehlerquellen, und zwar die Polarisation, ist 
leicht auszuschalten, wenn man genau nach der Kurlbaum-Lammerschen 
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Methode die Elektroden sorgfaltig platiniert. Dabei ist zu bemerken, da 
die besten Ergebnisse die Elektroden zeigen, die mit sehr feinen Platin- 
schwarzschichten bedeckt sind. Auch sehr befriedigende Resultate konnte 
ich mit den nach Schoukoffs! ,,Feinschichtenmethode™ platinierten Elek- 
troden erzeugen. Mit ganz blanken Elektroden laBt sich jedoch die voll- 
standige Auskompensierung der Polarisationskapazitait nicht erreichen. 

Zur Vornahme von Messungen in der iiblichen Wheatstoneschen Briicke, 
wie es auf dem Schema (Abb. 2) gezeigt ist, werden parallel zum Leit- 
fahigkeitsgefiB und Widerstandskasten die kompensierenden Drehkonden- 
satoren eingeschaltet und die Briickenenden zum Doppelverstarker hin- 
gefiihrt. Die Montage der Mikroelektrode erméglicht es infolge ihrer 
Leichtigkeit, in kurzer Zeit viele Messungen auszufiihren, wobei das Vakuum- 
gefaB die konstante Temperatur wihrend der ganzen Messung auf sehr 
einfache Weise sichert. Die richtige Platinierung der Elektroden schaltet 
die Polarisationsstérungen ginzlich aus. Der Verstirker erlaubt sehr 
scharfe Einstellung des Tonminimums. Wenn aber derselbe sich verwaschen 
zeigt oder ein breites Plateau aufweist, so sind das die Zeichen, daB in der 
Briicke eine gewisse Blindkapazitét vorhanden ist. Dann wird dieselbe 
mittels der parallel eingeschalteten variablen Drehkondensatoren kom- 
pensiert sein. Das Verschwinden derselben wird durch Erhaltung eines 
diuBerst scharfen uv  feinen Tonminimums im Telephon konstatiert. Wenn 
die Tonstarke zu groB ist und dadurch das scharf liegende Tonminimum 
nicht leicht zu finden ist, so muB die Réhrenheizung beim Verstirker ein 
wenig erniedrigt werden. Entsprechend wird die Gittervorspannung kleiner 
sein, und dann bestimmt man bei geringer Tonstarke das Minimum. um 
spater dasselbe in gefundenen Grenzen der Briickenstellung bei vélliger 
Belastung des Verstarkers wieder zu ermitteln. Ziemlich wesentliche Be- 
dingung fiir die tadellose Arbeit der ganzen MeBeinrichtung ist der richtig 
arbeitende Stromgenerator Die itiblichen Induktionsapparate mit dem 
Unterbrecher miissen geniigend klein sein und geniigende Kapazitat be- 
sitzen. Zeigen sie unregelmabige Unterbrechungen und dauernde Stérungen, 
besonders in der Nahe vom Tonminimum, so ist es empfehlenswert, parallel 
zum Unterbrecher einen technischen Papierkondensator von etwa 1 bis 
2 Mikrofarad einzuschalten. Die besten Resultate bei den Leitfahigkeits 
messungen sind jedoch zu erzielen durch Anwendung kleiner Roéhren- 
summer. die als Senderéhrenvorrichtungen von vielen Autoren vorgeschlagen 
worden sind (Adams-Hall*, Holborn*, Berqmann*, Walden, tlich und 
Werner® u. a.). 


Zur Priifung der vorliegenden Mikrovorrichtung habe ich eine 
Reihe von Messungen sowohl der Elektrolyten als auch Nichtelektro 
lyten in kleinen Volumina vorgenommen. 

Die ,,Widerstandskapazitats’-Bestimmungen von MikrogefaBen der 
Elektroden wurden nach den Angaben von Kohlrausch, Holborn und 


1 Schoukofj, zit. nach Manuskript (vorgetragen in der Russ. Physik.- 
chem. Ges. in Leningrad) 1928. 

2 Hall-Adams, Journ. of Amer. Chem. Soc. 41, 1515, 1919 

8 Holborn, Zeitschr. f. Phys. 6, 328, 1921. 

* Bergmann, Ann. d. Phys. 67, 13, 1922. 

5 Walden, Ulich und Werner, Zeitschr. f. physik. Chem. 1925. 
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74 1. Remesow : 
Tabelle 1. 
Widerstandskapazitat 
Get Getab- t bei — . . eee 
vetah volumina Messungen nach nach Bemerkungen 
modifizierter Methode von 
Nr com °C Methode Kohlrausch 
1 5.0 20,0 0,006 42 0.008 98 
2 3.0 20,0 0,007 26 0,025 61 
3 2.0 20,0 0,008 05 0,054 81 
4 1,0 20,0 0,008 89 0,089 9 
5 0,75 20,0 0,009 71 0,120 6 l Bei Messungen nach der 
> E oF ¢ ‘ Methode von Kohlraus 
6 0,50 20,5 0,018 9 0,128 0 ist das Tonminimum sehr 
7 0,30 20.0 0,019 9 0,24 (13) breit und verwaschen 
8 0.10 20,0 0,031 4 - 
9 0,05 20,0 0,043 2 - 
10 [0,03] 20.0 0,048 3 


. Auf der Tabelle I sind die erhaltenen GréBen von 


Widerstandskapazitaten der GefaBe verschiedener Volumina angegeben 


Die erhaltenen Zahlen sind kurvenmabig auf der Abb. 7 angegeben 
Wie daraus zu ersehen ist, tritt die Widerstandskapazitit hier auch 


Unverstark? 





$425 Q625 0372 0156 0,078 0039ccm Volumen 


Abb. 7. 


Die Widerstandskapazitatskurven der MikrogefaBe verschiedener Volumina. 


(vgl. Remesow') deutlich als Funktion des Volumens hervor. 


Dies 


Tatsache hebt also nochmals die ganze Notwendigkeit der von mir 


angegebenen Briickenmodifikation fiir Leitfahigkeitsbestimmunge: 
hervor. 
1 Remesow, diese Zeitschr. 189, 34, 1927. 
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Es ist interessant, die ermittelten Zahlen fiir die Widerstands 
kapazitaten zu vergleichen, die mit Verstarker und Kompensations- 
einrichtung und ohne dieselben gewonnen wurden 


Es ist nicht gelungen, fiir die GefaéBe von 0,05 bis 0,1 cem die sicheren 
Daten fiir die Widerstandskapazitat nach der Methode von Kohlrausch zu 
ermitteln. Auch fiir die tibrigen GefaiBe sind alle diese Zahlen viel héher 
als entsprechend die nach der modifizierten Methode ermittelten GréBen. 
Daraus also folgt nochmals, daB die klassische Methode von Koh/lrausch 
fiir die Messungen der kleinen Fliissigkeitsvolumina nicht mehr geeignet ist. 

Die Leitfdhigkeitsbestimmungen von wdsserigen Lésungen der Elektro- 
lyten in kleinen Volumina sind nach der modifizierten Methode ausgefiihrt 
worden. In der Tabelle I] sind die erhaltenen Daten fiir das Aquivalent 
leitvermégen (A) von Salzen verschiedener Molaritaét, den Chloriden, 
Nitraten, Acetaten, Sulfaten und einigen Saéuren und Basen angegeben. 
Die GréBen des Aquivalentleit vermégens wurden nach der Formel berechnet : 


*is 


4 


4 


(wo *g0 das Leitvermégen in em! Ohm! bei 18°C ist und 9 die Anzahl 
Grammaquivalente in l cem der Lésung bedeutet). Die Zahlen fiir die 
GréBen des Temperaturkoeffizienten, 


1 (és 
ae Vee 


wurden nicht ermittelt, denn der Temperaturkoeffizient gibt in Bruchteilen 
von *,,0 die Anderung von *« auf + 1°C, was aber bei der Anwendung 
meines VakuurhwiderstandsgefiBes nicht geschieht. 

Wie aus der Tabelle IL ersichtlich ist, erweisen die Messungen mit 
kleinen Fliissigkeitsmengen bis 0,05cem im Vergleich mit den GréBen 
der Leitfahigkeit derselben Substanzen in gréBeren Volumina nur Unter- 
schiede von 0,1 bis 0.3°, und in einer Reihe von Fallen vollkommene 
Uhereinst immung. 


Auf Grund dieser Angaben ist es méglich, das von mir vor 
geschlagene Mikroverfahren fiir die Messungen von Leitvermogen der 
Elektrolyten als geeignete und befriedigende Methode aufzufassen. 

Die Leitfahigkeitsbestimmungen nichtwisseriger organischer Fliissiq- 
keiten und Nichtelektrolyten wurden wie in den vorher mitgeteilten 
Fallen vorgenommen. Die Daten sind in der Tabelle II] dargestellt 


Die Messungen wurden nach dem Schema mit der Doppelgitter 
kathodenréhre (vgl. Abb. 3) sowie auch mit der Verwendung eines Réhren 
summers nach Holborn ausgefiihrt, da die angewandten Substanzen sic! 
fast alle als sehr schlechte Leiter zeigten; die Anwendung der Eingitter 
kathodenréhre zur Doppelverstarkung konnte hier schon kein geniigend 
starkes Tonminimum erzeugen. 


Trotz der schlechten Leitung dieser Substanzen weisen die erhaltenen 
Daten ihres Leitvermégens in den verschiedenen Volumina sehr gute Uber- 
einstimmung auf. 
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7s 1. Remesow: 


Die Leitfahigkeitsbestimmungen in kleinen Serumvolumina wurden 
jedoch mit Eingitterréhrenverstarker und R6éhrensummer ausgefiihrt 
Die GréBen vom Serumleitvermégen wurden infolge der verschieden 
artigen Einfliisse, die die Serumkolloide auf dasselbe ausiiben, von ver 
schiedenen Autoren (Bugarski-Tanql u.a.) korrigiert, so daB man haufig 
in der medizinischen Literatur itiber sogenannte .,Grenzleitvermégen‘ 
oder  ,,Maximale physiologische Leitfahigkeit“’ des Serums spricht 
Jedoch sind diese korrigierten GréBen  keinesfalls imstande, jenen 
komplizierten und verschiedenen Komplex aller Einfliisse von Serum 
kolloiden auf das Leitvermégen des Serums weder zu_ beriicksichtigen 
noch zu korrigieren. 

Sie bieten entweder eine rein rechnerische Korrektur oder beriick 
sichtigen nur einen von den vielen anderen Faktoren des Fehlers. Aus 
diesem Grunde stellen die von mir gewonnenen Daten fiir Leitvermégen 
des Serums, die in der Tabelle II] gegeben sind, lediglich die wirklich ge 
messenen, beobachteten Zahlen desselben dar, ohne irgendwelche rechnerisch¢ 
oder sonstige Korrektur. 


Zum Messen wurde das Blut unter allen sterilen Kautelen, auch unter 
Beriicksichtigung von Luft-C O,-Fehler (mittels Vakuumveniile von Behring) 
von niichternen, ganz gesunden Menschen entnommen, und in ganz klarem 
Serum wurde das Leitvermégen in verschiedenen Volumina gemessen 
Die vorliegende Mikrovorrichtung erlaubt sichere Messungen des Serum- 
leitvermégens in kleinen Volumina desselben. Die Messungen verlaufen 
ohne Temperaturstérungen und bediirfen keiner groBen Substanzmenge. 
was aus praktischen Griinden mitunter groBe Bequemlichkeit bietet. 


Die von mir gewonnenen Zahlen fiir das Leitvermégen des Serums 
von ganz gesunden Menschen zeigten, unabhangig von den angewandten 
Fliissigkeitsvolumina, folgende GréBen: 


*Serum 37° 156,8 . 10—* (Min.), 158,0 . 10—* (Max.). 


Alle diese gewonnenen Ergebnisse der von mir zur Priifung des vor- 
liegenden Mikroleitfahigkeitsbest immungsverfahrens angestellten Messungen 
kurz resumierend, mu man darauf hinweisen, daB sie mit Sicherheit in 
sehr kleinen Volumina nur bei Anwendung der oben beschriebenen Modifi- 
kation der Wheatstoneschen Briicke vorgenommen werden kénnen. 


Die Einfachheit, auch die Médglichkeit, unter allen Umstanden die 
MikrogefaBe von beliebiger Volumina selbst herzustellen, geben der Mikro- 
elektrode fast universale Bedeutung, und in Anbetracht dessen, daB das 
vorhandene VakuumgefaiS alle sonstigen mehr oder weniger komplizierten 
Vorrichtungen zur Erhaltung der konstanten Temperatur unnétig macht. 
erlaubt die vorliegende Mikrovorrichtung viel weitere Anwendung von 
konduktometrischen Methoden in der allgemeinen physiologisch-chemischen 
Praxis. 


SchluBsiatze. 


1. Die neue Mikrovorrichtung fiir Leitfahigkeitsbestimmungen 
erlaubt, bei véllig konstanter Temperatur die Leitvermégensmessungen 
von verschiedenen Leitern der zweiten Klasse in sehr kleinen Volumina 


bis zu 0.05 cem sicher auszufiihren. 
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2. Bei diesen Mikromessungen ist es notwendig, die doppelte 


Niederfrequenzverstirkung des Briickenstromes mittels Eingitter- 
eventuell Doppelgitterverstirkerrohren bei gleichzeitiger Kompen- 
sierung von Blindkapazitaten mit variablen Kondensatoren zu ver- 
wenden 


3. Das vorliegende Mikroverfahren gibt die Genauigkeit der 
Messungen verschiedener Substanzen von 0.1 bis 0.5°,, in den Grenzen 
ler angewandten Briickenmethode. 

4. Mittels vorliegender Mikrovorrichtung ist es miéglich, die 
Messungen des Serumleitvermégens bei Verwendung sehr kleiner 
Serummengen auf sehr bequeme und sichere Weise vorzunehmen 

Die neue Mikrovorrichtung zu dem Vakuumwiderstandsgefib 
D. R.-P. angem.), auch die Verstarkungseinrichtungen. sind von der 
Firma F. Fischer-Réwer, Stiitzerbach in Thiiringen, zu beziehen 











Uber die Senkungsgeschwindigkeit der Erythrocyten 
mit Riicksicht auf die Hofmeistersche lonenreihe. LI. 


Von 


D. von Klobusitzky. 


(Aus dem physiologischen Institut der kgl. ungar. Elisabeth-Universitat 
in Pécs.) 


(Eingegangen am 29. Dezember 1928.) 


In einer friiheren Mitteilung! hatte ich mich mit der Frage befabt 
wie die Erythrocytensenkung von den einzelnen Anionen und Kationen 
der Hofmeisterschen Reihe beeinfluBt wird, und habe festgestellt, dai 
die Anionen im Verhaltnis zu den Kationen ihre Wirkung ausgesprochene1 
ausiiben, und zwar in der Stufenfolge SO > Cl’ > NO, > Br’ > J’ 

- SCN’ einerseits, Ca” >- Na’ > K’ > NH, andererseits. Aus diesen 
Versuchen war aber die Ursache dieses Einflusses nicht feststellbar 
Man konnte keine Folgerungen ziehen, ob die Erythrocyten oder dic 
einzelnen physikochemischen Beschaffenheiten des Plasmas von diesen 
fonen verandert werden, oder ob die Ladung bzw. das zwischen dem 
Plasma und den Erythrocyten bestehende elektrokinetische Potential 
eine Verschiebung erleidet, die den bei der Senkung beobachteten 
Veranderungen entspricht. Es wird den Erythrocytensenkungs 
erscheinungen der Ladung eine duberst grobe Rolle zuerkannt, und 
schon deshalb hielt ich es fiir wichtig, diese Frage naher zu studieren 
um so mehr, weil diese Ionen die einzelnen physikochemischen Eigen- 
schaften der Kolloide, die Adsorptionserscheinungen, die Gleich 
gewichte und Potentialdifferenzen der Grenzflachen auf eine bestimmt: 
charakteristische Weise beeinflussen. 


Methodisches. 


Zu den Untersuchungen verwendete ich Kaninchen- und Hundeblut. 
Das Blut wurde durch eine Kaniile aus der Carotis der Tiere entnommen. 
In einem Teile der Versuche hatte ich die Gerinnung des Blutes — wie bei 
meinen friiheren diesbeziiglichen Untersuchungen — durch die Salzlésungen 
verhindert. Bei dieser Anordnung wurde an den Eprouvetten der Raum- 
inhalt von 20 cem durch eine Marke bezeichnet und die Réhrehen wurden 


1 D. v. Klobusitzky, diese Zeitschr. 157, 277, 1925. 
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mit der entsprechenden Menge des bis Milligramm genau gewogenen Salzes 
beschickt. Die Salze wurden im Trockenschrank von den Salzen abhangig 
bei einer Temperatur von 100 bis 130°C getrocknet und im Vakuum- 
exsikkator aufbewahrt. Die Salze wurden in 4 ccm Wasser gelést und mit 
dem Blute bis zur Marke gefiillt. Das Blut wurde mit den Salzlésungen 
mit Hilfe eines Glasstabes vorsichtig um die Schaumbildung méglichst 
zu eliminieren durchgemischt. Aus den einzelnen Gliedern der so be- 
reiteten Serien wurde zuerst zu den Senkungsmessungen und zu der Be- 
stimmung der Volumenveranderung der Erythrocyten Vollblut entnommen. 
Dann wurde das Plasma zentrifugiert und zu den weiteren Messungen 
verwendet. 

In einem anderen Teile der Versuche hatte ich die Blutgerinnung 
durch Heparin (bezogen von Hynson, Westcott & Dunning in Baltimore, 
3mg zu 5ccem Blut) oder durch Novirudin (bezogen von der Chem. Fabrik 
..Norgine“, Prag, 1 mg zu 1 ccm Blut) verhindert. Nach dem Zentrifugieren 
wurde vom Plasma zu den entsprechenden Mengen von Salzen 10 — 10 cem 
zugefiigt, um die einzelnen Bestimmungen ausfiihren zu kénnen. Bei 
diesem Verfahren wurden die Blutkérperchen mit einer 5,6°,igen Glykose- 
lésung dreimal gewaschen, und von diesen gewaschenen Blutkérperchen 
hatte ich 2cem zu 2cem salzhaltigem Plasma zugefiigt, um die Senkung 
und die Volumenverainderung der Erythrocyten zu bestimmen. Da ich 
mit den Kationserien keine einheitliche Resultate bekommen konnte, 
versuchte ich bei diesen, die Senkung statt im Plasma nur in reinen Salz- 
lésungen festzustellen. 

Die Bestimmungen des spezifischen Gewichtes, der Viskositaét und der 
Leitfahigkeit wurden bei einer Temperatur von 25°C durchgefiihrt. Das 
spezifische Gewicht wurde mit Pyknometer und analytischer Waage auf 
vier Dezimalstellen, die Oberflachenspannung bei Zimmertemperatur 
(18 bis 20°C) mit Hilfe eines Traubeschen Stalagmometers, die innere 
Reibung mit Ostwaldschem Viskosimeter, die Leitfahigkeit mit Wheatstone- 
scher Briicke nach der Anordnung von Kohlrausch bestimmt. Zu den 
Wasserstoffionenkonzentrationsmessungen hatte ich einen elektrometrischen 
Apparat mit Galvanometer und Clarkschen Elektroden benutzt. In den 
mit Cg: bezeichneten Kolumnen befinden sich die wahren Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen. Diese Zahlen wurden folgendermaben ausgerechnet : 
die aus den gemessenen pg, @usgerechneten Cay’ wurden durch die auf das 
betreffende Salz und die betreffende Konzentration beziiglichen Aktivitats- 
koeffizienten dividiert. Die Aktivitatskoeffizienten hatte ich nach den 
Angaben Lewis-Randalls' durch Interpolation ausgerechnet. 

Zur Messung der Senkungsgeschwindigkeit benutzte ich entweder die 
Westergreensche Réhre oder gleiche, einzentimetrige, MeGSpipetten. Die 
Volumenveranderungen wurden mit dem Hiamatokritverfahren bestimmt. 

Zum SchluB méchte ich noch erwahnen, daB ich éfters die Agglutination 
auch mit Mikroskop beobachtet habe. Unterschiede zwischen den einzelnen 
(shedern einer Serie konnte ich aber nicht feststellen. 


Versuchsergebnisse. 
Die Ergebnisse meiner Untersuchungen sind in den untenstehenden 
Tabellen zusammengestellt. 


1 Lewis-Randall, Thermodynamics and the free energy of chemical 
substances. New York, Me Graw-Hill Book Comp., 1923. 
Biochemische Zeitschrift Band 207. 6 
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Besprechung der Ergebnisse. 


Meiner Meinung nach lassen sich diese Versuchsangaben nach 
zweierlei Gedankengangen richtig einschatzen. Der eine ware das all- 
gemeingiltige physikalische Gesetz fiir die Senkung der in Fliissig 
keiten suspendierten Teilchen, der andere die in der Ladung des Mediums 
vorgekommenen Veranderungen. 

Versuchen wir zuerst, die Erythrocytensenkung bzw. die von 
den verschiedenen Ionen auf dieselbe ausgetibte Wirkung mit Hilfe 
des Stokesschen Lehrsatzes zu erklaren. Nach physikalischen Messungen 
ist die Senkungsgeschwindigkeit von Teilchen in irgendwelchem 
reibenden Medium kurze Zeit nach Beginn der Senkung konstant 
also die Senkung entspricht eigentlich einer gleichmaBigen Bewegung. 
die mit der wirkenden Kraft proportional ist, also gleich: K . p. wobei A 
eine Konstante, den Proportionalitatsfaktor, und p die Kraft bedeutet 
Nimmt man fiir das Blutkérperchen eine Kugelform an, so ist: 


4a 
P =— ——_ ” (Dy — D,) . g. 
wobei r den Radius der Kugel, D, die Dichtigkeit der Blutkérperchen 
D, die des Plasmas und g die Schwerebeschleunigung bedeutet. Den 
Wert von KX anzugeben, ist ziemlich schwer. Gegen die urspriingliche 


. > 
Formel von Stokes liza haben einige Physiker Einwendungen ge- 
) r 


macht, was schon daraus zu ersehen ist, daB man heutzutage mehrere 
modifizierte bzw. korrigierte Stokessche Gleichungen! kennt. Ich 
hatte wie Fiedler* mit den urspriinglichen, sowie mit den von Oseen 
und von Ladenburg modifizierten Stokesschen Formeln Berechnungen 
gemacht und konnte feststellen, daB diese Formeln fiir die Blut- 
kérperchensenkung véllig unbrauchbar sind. Die Ursache dieser Un. 
brauchbarkeit ist in den theoretischen Anforderungen des Gesetzes 
von Stokes zu finden, die folgende sind: , 

1. Das Substrat, in dem sich das Teilchen bewegt, soll homogen sein 

2. Die Ausdehnung der Teilchen soll unendlich klein im Ver- 
haltnis zu dem Diameter des GefaBes sein. 

3. Keine Adhasion des Mediums an der Oberflache der Teilchen 
mdége stattfinden. 

4. Die Fallgeschwindigkeit der Teilchen soll nur einen Widerstand 
haben, und zwar die Zahigkeit des Mediums. 

5. Die Teilchen seien glatt und starr. 


1 H. Geiger und K. Scheel, Handb. d. Phys. 7, 109. Berlin, J. Springer, 
1927; R. A. Millikan-Stéckl. Das Elektron, 8.82. Braunschweig, Friedr. 
Vieweg & Sohn, 1922. 

? B. Fiedler, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 200, 330, 1923. 
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Von diesen fiinf Annahmen ist die letzte bei der Erythrocyten 
senkung ganz gewib nicht erfiillt. Die Blutkérperchen sind nicht starr 
sondern elastisch und in meinen Versuchen — wegen der Hypertonic 
der Salzlésungen — auch nicht glatt, sondern zusammengeschrumpft 
also rauh. AuBerdem sind die Erythrocyten keine kugelférmigen Gebilde 
sondern vielmehr scheibenférmige Kérper. Man kénnte denken, wenn 
in der Stokesschen Formel statt des Volumens einer Kugel das eine: 
Scheibe in Betracht gezogen wird, erhalt man bessere Resultate. Meinen 
Erfahrungen nach werden aber die auf diese Weise errechneten Diffe 
renzen zwischen den gefundenen und den berechneten Werten noch 
gréBer sein. Fiedler hat in seiner oben zitierten Mitteilung eine Scheibe 
angenommen, und sein so erhaltenes Resultat stimmt besser mit dem 
gemessenen Werte iiberein, als hatte er diese mit kugelférmigen Gebilden 
berechnet ; ich méchte das jedoch als Fehler betrachten, weil der Stokes 
sche Lehrsatz seine Giiltigkeit nur fiir kugelférmige Teilchen besitzt 
DaB ich bei meinen nachstehenden Berechnungen auber Kugelform 
auch Scheibenform beriicksichtigt habe, findet seine Begriindung 
darin, daB ich die Unbrauchbarkeit der Stokesschen Formel bei den 
Erythrocytensenkungsgeschwindigkeiten mit voller Klarheit beweisen 
wollte. 

Zum SchluB miissen wir auch damit rechnen, daB die Erythrocvten 
an ihrer Oberfliche von den labilen EiweiBkérpern des Plasmas immer 
eine gewisse Menge adsorbieren. 

Nach den Angaben der Tabelle I war die Plasmahéhe nach 5 Stunden 
im Na,SO,-Blut 21 mm, wahrend sie im NaCl-Blut 7 mm und in dem 
defibrinierten Serum 33 mm erreichte. Unsere Formel, wenn also 


_ angenommen wird, lautet: 


6a? 
we 2 2 es 
ei SESE B98 U3 FO Oe (fiir Kugel) 
6anr 9 u) 
und 
2 “ im 
of xe HE — PO __ 19, — POE oe nereite). 


6anr 6 


Die inzelnen GréBen dieser Forme] substituiere ich mit den 
folgenden Werten: 


Fiir r der Hundeblutkérperchen: 3,0 u, also 3,0. 10—* cm; fiir 8 der 
Hundeblutkérperchen: 1,1 4, also 1,1.10—*cm; fiir D, der Hundeblut- 
kérperchen: 1,0880; fiir D, des Na,SO,-Plasmas: 1,0621; fiir D, des NaC!- 
Plasmas: 1,0655; fiir D, des defibrinierten Serums: 1,0139; fiir 7 des Na, 8O,- 
Plasmas: 1,781: fiir 7 des NaCl-Plasmas: 1,871; fiir 7 des defibrinierten 
Serums: 1,842; fiir 7 des Wassers in C. G. S.-Einheiten: 1,056 . 10—°*. 

Der Radius und die Randdicke der Erythrocyten sind die Mittelwerte 
der diesbeziiglichen Literaturangaben, deren Dichtigkeit wurde nach den 
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Angaben von Schmidt', die des Wassers aus den Tabellen von Landolt- 
Bornstein entnommen. 

Setzt man diese Werte in die obengenannten Formeln ein, so erhalt 
man folgende Resultate: 


2 (3,0. 10-4). (1.0880 1,9621) . 981 


, (Na, SO,-Blut < on 
% (Ne, 60,-Bit) = 5 1,781 . 1,056 . 10-2 


ms (ac winn) = 2.00.0 Coane Lem Met 
vr, (defibr. Serum) : : (3,0 . 10 eae ee Rd 9 : 
. 3,0. 10-*. 1,1. 10-* . (1,0880 — 1,0621) . 981 
"1 6. 1,871. 1,056. 10-2 
i 3,0. 10-4. 1,1. 10-*. (1,0880 — 1,0655) . 981 _ 
sil 6. 1,871. 1,056. 10-* , 


3,0. 10-*. 1,1. 10, (1,0880 = 1,0139) . 981 _ 
6. 1.842. 1,956. 10-2 , 


also: 
2 9.10-*. 0,0269 . 981 
vy; “ 188. 10-2 0,28 . 10-* em/sec; 
3,3 . 107° . 0,0269 . 981 — 
* ’ = 9 6 j se 
"1 10,686 . 1,056 . 10-2 ee, Oe nent 


2 9.107%. 0,0225 . 981 
"3 9°. 1,98.10-# 


8.3.10°-° .0 
- 58.1 0225 . 981 — 6,15. 10°* em /sec; 


0,22 . 10-* em /see; 


"2 11,226 . 1,056. 10-2 
2 9.10-°.0,0741 . 981 aa 4 ; 
U3 9° 1.94.10-2 0,75. 10-* em sec; 
3.3 .10-° .0,0741. 
3 = ~ = vei . Oe 2.06 . 10-° em ‘sec; 


11,052 . 1,056 . 10-2 


Demgegeniiber entspricht nach den Versuchsangaben 


2,1 cm 

. — ‘ O-+*@ ; 

v} TTD 4.2. 10°* em/sec 
07 

Ve SOR ae 14.10°*em/see und 
3,3 em 

_ = : 6,6. 10-¢ ‘ 

Us 5000 46.1 cm sec 


Wir haben die Berechnungen mit Fehlern gemacht, wir hatten 
namlich die infolge der Hypertonie an den Blutkérperchen entstandenen 
Verinderungen auBer acht gelassen. Ich hatte das deshalb getan, 
weil diese Veranderungen so kompliziert sind, daB deren genaue Be 
stimmung auBerst schwer gewesen wire. Um so mehr dachte ich mir 


1 Schmidt, zitiert nach Bunge, Lehrb. d. Phys. 1901. 
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das erlauben zu kénnen, weil parallel mit der Verminderung des Radius 
die Erhéhung der Dichtigkeit der Blutkérperchen zusammengekniipft ist 

Wenn wir uns vorléufig nur die bei Anionenreihen erreichten 
Resultate vor Auge halten, so miissen wir feststellen, daB die von den 
Ionen der Hofmeisterschen Salze verursachten qualitativen Viskositats- 
und Dichtigkeitsveranderungen dem Sinne des Stokesschen Lehrsatzes 
entsprechen. 

Wenn aber die quantitativen Gesichtspunkte auch betrachtet 
werden, so miissen wir anerkennen, dab die beobachteten Unterschiede 
mit dem Stokesschen Lehrsatz nichts oder wenigstens nicht viel zu 
tun haben. In dem Sulfatblut waren die Plasmahéhen beinahe das 
Dreifache von demjenigen im nachkommenden Chloridblut. Wenn 
nichts anderes, so reicht schon der groBe Unterschied zwischen dem 
zweiwertigen Sulfation und dem einwertigen Chloridion dazu aus. die 
Ursache der Abweichungen in anderen Wirkungen, und zwar in erster 
Reihe in Wirkungen der Ladung zu suchen. Bei der Feststellung der 
Ladungswirkungen sind wir nur auf die in Kolumne Cy mitgeteilten 
Angaben angewiesen, weil aus bei mir liegenden Ursachen ich keine 
Kataphoreseversuche durchfiihren konnte. Diese wahren Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen zeigen uns deutlich, daB in den Sulfatplasmen 
die Plasmaeiweibkérper am wekigsten negativ geladen sind, nachdem 
folgt das defibrinierte Serum, danach kommen die iibrigen Ionen in 
der Stufenfolge: Cl’ > NO; > Br’ > J’ > SCN’. Da die mit dem 
relativ salzfreien defibrinierten Sera oder mit den ebenso relativ salz- 
freien Novirudinplasmen erhaltenen Resultate nicht ohne weiteres mit 
den in den salzhaltigen Plasmen gefundenen Resultaten einfach ver- 
glichen werden kénnen, miissen wir vorliufig von dem (relativ) salz- 
freien Blute absehen und bei dem salzhaltigen Blute bzw. den 
Plasmen verbleiben. Was diese betrifft, ist ganz leicht fest- 
zustellen, daB die PlasmaeiweiBkérper um so weniger negativ geladen 
sind, je mehr die Blutkérperchen sich senken. Wie zu ersehen 
ist, besteht der gréBte Ladungsunterschied zwischen den Sulfat- 
und den Ohloridplasmen, und dementsprechend |aBt sich der gréBte 
Unterschied in der Senkungsgeschwindigkeit feststellen. Es besteht 
also ein wirklicher Zusammenhang zwischen den Senkungsgeschwindig- 
keitsunterschieden und zwischen den Ladungen der Plasmaeiweil- 
kérper bzw. dem — zwischen den Blutkérperchen und dem Plasma 
bestehenden — elektrokinetischen Potential. Eine andere Erfahrung 
von mir, die gleichfalls auf die wichtige Rolle der Ladungswirkungen 
hinweist, stammt von den Ergebnissen der mit den Novirudin- und 
Heparinplasmen durchgefiihrten Untersuchungen. Bei diesen Versuchs- 
anordnungen war die Salzkonzentration 0,3 oder 0.4n und waren die 
Viskositats- und Dichtigkeitsunterschiede zwischen den _ einzelnen 
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Gliedern einer Versuchsreihe entsprechend kleiner, und trotzdem 
stimmte die Stufenfolge der Senkung mit der Hofmeisterschen Lonen- 
reihe vollkommen tiberein. Auch bei diesen Versuchen hatte ich immer 
einen viel gréBeren Unterschied gefunden zwischen dem Sulfatplasma 
und dem Chloridplasma, als zwischen den iibrigen Gliedern der Serie. 

Wenden wir nun unsere Aufmerksamkeit den (relativ) salzfreien 
Plasmen bzw. Sera zu. Wie ich es oben bereits geschildert hatte. war 
die Senkungsgeschwindigkeit in diesen immer am gréBten. Dieser 
Umstand scheint geeignet dazu, um aus der von Salzen auf das elektro- 
kinetische Potential geiibten Wirkung Folgerungen zu ziehen. Es besteht 
namlich ein strenger Zusammenhang zwischen dem elektrokinetischen 
Potential und der Agglutination. Je gréBer das elektrokinetische 
Potential ist, desto kleiner wird die Agglutination. Wir wissen ja von 
den Untersuchungen von Westgreen und Reichstdtter', dab die Partikel- 
chen sich berithren miissen, wenn sie aneinander festhaften sollen 
Das zwischen dem Plasma und den Blutkérperchen bestehende elektro- 
kinetische Potential hat eine Wirkung, die gegen die Agglutination 
arbeitet. In den salzhaltigen Plasmen ist die Senkungsgeschwindigkeit 
also deshalb kleiner als in den (relativ) salzfreien Plasmen, weil das 
elektrokinetische Potential von den Salzen erhéht wird. Diese er- 
héhende Wirkung kommt nach allen Wahrscheinlichkeiten auf indirekte 
Weise zustande, und zwar so, daB der isoelektrische Punkt der Serum- 
eiweibkérper von den Salzen nach der sauren Richtung verschoben 
wird und folglich eine Verminderung der positiven Ladung des Plasmas 
auftritt. Selbstverstandlich ist dies zusammengekniipft mit der Er- 
héhung des elektrokinetischen Potentials und ceteris paribus mit einer 
gesteigerten Blutkérperchenstabilitat. Innerhalb dieser allgemeinen 
stabilisierenden Wirkung entspricht die Wirkung der einzelnen lIonen 
den in der Ladung der Plasmaeiweibkérper hervorgerufenen Ver- 
anderungen. 

Diese hypertonischen Salzlésungen haben auBerdem auch das 
Volumen und die Dichtigkeit der Blutkérperchen verandert. Um 
diese Wirkung in Berechnung nehmen zu kénnen, hatte ich cinerseits 
die Gefrierpunktserniedrigungen der einzelnen Salze aus den Landolt- 
Boérnstein-Tabellen ausgerechnet und andererseits das Volumen der 
Blutkérperchen mit dem Hamatokritverfahren bestimmt. Diese Be- 
rechnungen und Versuche zeigten deutlich, daB die Ionen auf die Blut- 
kérperchen eine entquellende Wirkung ausiiben in der Reihenfolge: 
J’ > Br’ > NO, > Cl’ > SOf. Wenn wir daher annehmen, dab die 
Volumenverminderung mit einer herabgesetzten Tendenz zusammen. 
gekniipft ist, um Aggregate zu bilden, dann miissen wir bei den Senkungs- 


1 Westgreen und Reichstdatter, Zeitschr. f. physik. Chem. 92, 918. 
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geschwindigkeitsunterschieden auch diesem Umstand eine Rolle zu 
kommen lassen. Meiner Meinung nach spielen aber die Hauptrolle dix 
Ladungsunterschiede, was auBer aus den oben erwihnten auch aus der 
mit den Kationen erreichten Resultaten zu ersehen ist. 

Die Kationserien liefern nie ein so einheitliches Resultat wie div 
Anionserien. Die Wirkung der Kationen ist nicht so regelmaBig wir 
die der Anionen. In dem oben zitierten ersten Teile dieser Abhandluny 
hatte ich fast immer ein regelmaBiges, einheitliches Resultat bekommen 
In den acht Versuchsreihen ist eine Abweichung nur zweimal vor 
gekommen. Damals hatte ich diese nicht iibereinstimmenden Resultate 
als Versuchsfehler betrachtet und deshalb aus der Mitteilung weg 
gelassen. Diesmal wurden aber auch die verschiedenen physikalisch 
chemischen Eigenschaften der Plasmen bestimmt, die diese Unregel 
maBigkeit ganz zweifellos zeigten. Sehr pragnant zeigte sich diese 
UnregelmaBigkeit bei den Versuchen, welche in reinen Salzlésungen 
mit gewaschenen Blutkérperchen durchgefiihrt wurden (die letzten 
Angaben der Tabelle VI). Diese UnregelmaBigkeit ist aber leicht zu 
verstehen. Die Wirkung der Kationen auch auf die Eiweibkérper ist 
nicht so ausgepragt und so regelmabig, wie die der Anionen. AuBerdem 
werden die gleichnamigen Ladungen voneinander nicht so stark beein 
fluBt, wie die gegenseitigen. Aus dem Umstand aber, daB in diesen 
Versuchen die Blutkérperchensenkung auch von der Viskositat und 
der Dichtigkeit unabhangig war, sehe ich wieder einen Beweis dafiir 
dab der wichtigste Faktor bei der Senkung der Erythrocyten die Ladung 
ist. Wenn wir daher mit solchen lonen arbeiten, von denen die Ladung 
weder stark noch auf bestimmte Weise beeinfluBt wird, so ist woh! 
auch die lonenwirkung weder stark noch bestimmt. 


Zusammenfassung. 


Die Anionen der Hofmeisterschen Salze beeinflussen in hypertoni 
schen Lésungen die Ladung, die Viskositat und die Dichtigkeit der 
Plasmen und das Volumen und die Dichtigkeit der Erythrocyten. Diese 
Einfliisse stimmen mit dem auf die Senkungsgeschwindigkeit aus. 
geiibten Einflu8B vollkommen iiberein, so zwar, dab der wichtigste und 
dominierende Faktor die in der Ladung entstandene Veranderung ist 

Die Wirkung der Kationen ist unregelmaBig, was dem Umstand 
entspricht. daB diese auf die Ladung nur eine geringere Wirkung haben 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung des ,,Ungarischen 
Naturwissenschaftlichen Landesforschungsfonds* ausgefiihrt. 
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Uber die Oxydation 
von Glykose und Glykokoll mittels alkalischer Kupferlésungen. 


Von 
Harry Lundin. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Medizinischen Fakultét der 
Harvard Universitat, Boston, und dem Zentrallaboratorium der A. G. 
Stockholmer Brauereien.) 


(Eingegangen am 2. Januar 1929.) 


Mit der Bertrandschen Methode lassen sich nach Rosenblatt (1) 
verhaltnismaBig grobe Mengen Glykose (etwa 50 mg) in 20 ccm einer 
Léisung, die auBer dieses Zuckers noch verschiedene Aminosiuren und 
andere Substanzen (Glykokoll, Alanin, Leucin, Tyrosin, Asparagin- 
siure, Asparagin, Betain, Glutamin, Harnstoff und Witte- oder 
Chapoteaut-Pepton) in Mengen von 100 bis 200 mg enthalt, quantitativ 
bestimmen. Newberg hat mehrmals darauf hingewiesen, daB gréBere 
Mengen von Aminosduren und Peptonen im Gegensatz zu Rosenblatts 
Angaben die Zuckertitration nach Bertrand ungenau gestalten'. Beim 
Versuche, kleine Mengen von Glykose in biologischen Fliissigkeiten 
(z. B. wiasserige Muskelextrakte), die reich an Eiweibabbauprodukten 
sind, mit carbonathaltigen Cu-Reagenzien zu bestimmen, zeigte es 
sich, daB nicht nur die erwihnten Abbauprodukte, sondern auch der 
Grad der Alkalitaét, bei der die Kupferreduktion ausgefiihrt wird. 
von gréBter Bedeutung fiir das Ausma®8 der Kupferreduktion sind 
Um die Verhialtnisse naher zu studieren, wurden alkalische Kupfer- 
lésungen verschiedener Wasserstoffionenkonzentration mit Lésungen. 
die Glykose und Glykokoll in verschiedenen Verhaltnissen enthielten 
reduziert. 


Uber den Einflu8 von groBen Mengen vow Aminosiuren bei der Bestimmung 
von Glykose nach den Methoden von Folin und Wu und von Folin. 
Eine Anzahl Lésungen, die pro 1000 ccm 100 mg Glykose und 

verschiedene Mengen Glykokoll enthielten, wurden bergestellt. Die 

Glykokollmengen sind in Tabelle I verzeichnet. Je 2 ccm dieser Lésungen 


1 Neuberg, diese Zeitschr. 48, 503, 1912; ,.Der Harn“, 8S. 332, Berlin, 
Julius Springer, 1911; und a. a. O. 
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Tabelle I 


zeigt, wie die Kupferreagenzien von Folin und Wu und von Folin voi 

Lésungen, die Glykose und Glykokoil enthalten, reduziert werden. Di 

Reduktionswerte sind in Milligramm Glykose pro 1000cem Lésun: 
ausgedriickt. 





1 


te 


Die untersuchte Lésung ent 
hielt pro 1000 ccm: 


100 mg Glykose und Folin- Wu Folin 
Omg Glykeokoll . 100 10) 
30, 7 ee 108 100) 
60 . . 110 62 
200 i 127 60 
1000 , - 151 56 
2009 , o a 149 37 
4900 . S se 149 19 
5000 | “ 5 150 ” 
10000. . re 170 0 


Die Vergleichsstandards wurden mit Hilfe des Folin-Wu- bzw. des 
Folin-Reagens und entsprechender Glykoselésungen (10 bis 200mg pr: 
1000 cem) hergestellt. Die Kochdauer belief sich in allen Fallen auf 6 bhi- 
7 Minuten. 


wurden mit je 2 ccm der Kupferreagenzien von Folin und Wu (2) bzw 
von Folin (2) 6 bis 7 Minuten lang gekocht, daraufhin gekiihlt und mit 
je 2cem der Folinschen Molybdansaure (3) versetzt. Die Farbstarke 
dieser glykokollhaltigen Lésungen wurde in einem Dubosque-Kolori- 
meter bestimmt; die Vergleichsstandards waren aus Glykoselésungen 
entsprechender Konzentration (10 bis 200 mg pro 1000 ccm) und dem 
Folin-Wu- baw. dem Folin-Reagens hergestellt. Tabelle I zeigt, dali 
bei steigender Glykokollkonzentration von 0 bis 10000 mg pro 1000 cem 
die Folin-Wu-Reduktion von 100 (= wirkliche Glykosekonzentration) 
bis zu einem scheinbaren Glykosegehalt von 170mg pro 1000 cem 
zunimmt!). Die Folin-Reduktion dagegen nimmt schnell ab und ist 
0 bei einer Glykokollkonzentration von 5000 mg pro 1000 ccm. 

Die Erklarung fiir das entgegengesetzte Verhalten beider Reagenzien 
ist in ihrer verschiedenen Alkalitét zu suchen. Der Hauptunterschied 
zwischen den zwei Reagenzien ist eben ihre verschiedene Wasserstoff- 
ionenkonzentration; das py des Folin-Wu-Reagens ist etwa 10,4 und 
das des Folin-Reagens etwa 9,1. Im Falle des Folin-Reagens vermindert 


1 Die in den Tabellen angegebenen Reduktionswerte sind in Milli. 
gramm Glykose pro 1000cem Lésung ausgedriickt, d.h. die Werte 
bedeuten, daB, wenn eine Lésung, die nur Glykose (aber nicht Glykokoll) 
in Mengen, die die Tabellen angeben, enthalt, gleich behandelt wird wie die 
in Frage kommende Glykokoll-Glykoselésung, beide Lésungen dieselben 
Mengen Kupferoxydul ausreduzieren. 
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las Glykokoll (wenn es in geniigender Konzentration vorhanden ist) 
die Reduktionsfahigkeit vorr Glykose, und zwar um so mehr, je gréBer 
das Verhaltnis Glykokoll: Glykose ist. Bei dem Folin-Wu-Reagens 
wirkt das Glykokoll in entgegengesetzter Richtung (ist aber die 
Glykokollkonzentration sehr groB, so kann auch die Folin-Wu-Reduktion 
vermindert werden). Die Wasserstoffionenkonzentration, bei der die 
teaktion in den Zuckereprouvetten vor sich geht, ist deshalb von 
fundamentaler Bedeutung. 


Die Wasserstoffionenkonzentration wurde auf folgende Weise an- 
naihernd bestimmt. In vier Eprouvetten gleichen Durchmessers (a, b, c, d) 
wurden 5cem des zu untersuchenden Reagens pipettiert. Ferner wurden 
der Eprouvette a 0,3 cem 2,5n NaOH, 0,16 ccm einer 0,01 bis 0,04 ° igen 
Phenolphthaleinlésung (30°,iger Alkohol) und Wasser bis zu einem Total. 
volumen von 10 cem zugesetzt ; der Eprouvette 6 5 ccm Wasser; der Eprou- 
vette c 1,00ccem der Phenolphthaleinlésung und 4cem Wasser; und schlieBlich 
der Eprouvette d 0,3 cem einer 2,5n NaOQH-Lésung und 4,7 com Wasser. 
Die Eprouvetten wurden jetzt in den Komparatorblock von Hurwitz, 
Meyer und Ostenberg (6) hineingestellt (a und ¢ in die vordere Reihe, b und d 
in die hintere). Falls die kombinierte Farbe der Lésungen in den Eprou- 
vetten a und b mit jener der Eprouvetten c und d iibereinstimmte, war 
das px des verdiinnten (1: 1) Reagens 9,1 [mach den Tabellen von Michaelis 
und Gyemand (4)). War die Farbe der beiden Eprouvettenpaare verschieden. 
so wurde die Phenolphthaleinmenge in der Eprouvette a geéndert. 


Der so erhaltene py-Wert stellt die Wasserstoffionenkonzentration des 
Reagens nach Verdiinnung mit dem gleichen Volumen Wasser dar; dieselbe 
Verdiinnung besteht wihrend des Reduktionsprozesses in der Zucker- 
eprouvette. Werden bei der Bestimmung 2 ccm Reagens statt 5cem in 
jeder Eprouvette verwendet, bei demselben Totalvolumen (10 ccm), so 
findet man pa-Werte, die um !/,, bis #/,,) gréBer sind!. Das Kolorimetrieren 
ist in diesem Falle etwas leichter, besonders bei den Reagenzien von 
niedrigem py. Die Bestimmung bei dem verhialtnismaéBig stark alkalischen 
Reagens von Folin und Wu wird dagegen etwas unsicherer, weil die Methode 
nur bis zu einer Alkalitét von pq 10,5 brauchbar ist und das py dieses 
Reagens gerade bei dieser Grenze abgelesen wird. 


Bei dem obigen Verfahren spielt der ,,Salzfehler, der durch die Salze 
der Reagenzien hervorgerufen wird, wahrscheinlich eine kleinere Rolle 
als bei der iiblichen Ausfiihrung der pq-Bestimmung in gefirbten Fliissig- 
keiten mit Hilfe eines einfarbigen Indikators nach Michaelis und G yemant (4) 
in Kombination mit Walpoles Prinzip (5). Arbeitet man nach dem letzt- 
genannten Verfahren?, so bekommt man etwas niedrigere pqa-Werte (un- 
gefahr 4/,, niedriger) als bei derjenigen Modifikation des erstgenannten 


~ 


1 In diesem Falle werden nur 0,15 bis 0,20 cem der 2,5n Lauge ver- 
wendet. 

2 Bei diesem Verfahren werden 5ccm Reagens in die Eprouvetten a 
und ¢ pipettiert. a werden noch 1,00cem Phenolphthaleinlésung und 4 cem 
Wasser und ¢ 5 ecm Wasser zugesetzt. In 6 kommt nur destilliertes Wasser 
und in d 1,0 cem n/10 NaOH, 0,16 ccm Phenolphthalein und Wasser bis 
za einem Totalvolumen von 10 ecm. 
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Verfahrens, bei welechem 5 ccm Reagens (nicht 2 ccm) in jeder Eprouvett: 
verwendet wurden. 

Die erhaltenen py-Werte sind natiirlich nur approximativ. Sie 
zeigen den Alkalitétsunterschied zwischen den verschiedenen Kupfer 
reagenzien; auch wenn ihre absolute GréBe von den wahren Werten 
abweicht. Wir haben die erhaltenen Werte auch nur dazu verwendet 
um die Reagenzien miteinander zu vergleichen, und haben uns nur 
wenig fiir ihre absolute GréBe interessiert. Ferner reprasentieren sie 
nur die Verhaltnisse vor der Erhitzung. Wahrend des Reduktions 
prozesses verandert sich die Wasserstoffionenkonzentration in un 
bekanntem Grade, wegen Verlust an Kohlensaure, Ausfaillung von 
Kupferoxydul und wegen Bildung saurer Oxydationsprodukte usw 


Die Reduktionsfahigkeit verschiedener Gemische von Glykose und Glykokoll 
in dem py-Bereich 9,1 bis 10,4. 

Eine Serie Kupferreagenzien, deren Alkalitat zwischen einem 
pu von etwa 9,1 bis etwa 10.4 schwankte, wurde hergestellt; ebenso 
auch eine andere Serie ahnlicher Reagenzien von gleicher Wasserstoff.- 
ionenkonzentration, denen aber auBerdem noch Glykokoll zugesetzt 
wurde. 

Je 12g Natriumtartrat, 7g wasserfreies Natriumcarbonat und 20 ¢ 
Natriumbicarbonat wurden in’ 1000-cem-MeBkolben in 600ccem Wasser 
gelést ; je 5g Kupfersulfat wurderi in 50 cem Wasser gelést und den Kolben 
zugesetzt [Folin (3)]. 2n NaOH (carbonatfrei) wurde jetzt beigefiigt. 
SchlieBlich wurde mit Wasser bis zu einem Totalvolumen von 1000 ccm 
aufgefiillt. Die py-Werte dieser Reagenzien sind in Tabelle ITI verzeichnet. 
Die glykokollhaltigen Reagenzien wurden in derselben Weise hergestellt. 
nur mit dem Unterschied, daB jedem Kolben noch 4,5 g Glykokoll und 
eine gréBere Menge NaOH zugesetzt wurden; diese Reagenzien sind in 
Tabelle IT zu finden. 

Je 2cem der glykokollhaltigen Reagenzien wurden 10 Minuten 
mit je 2 cem verschiedener Zuckerlésungen, die 50, 100, 200 bzw. 300 mg 
Glykose pro 1000 cem enthielten, gekocht. Je 2 ccm der Reagenzien 
aus Tabelle III, glykokollfrei, wurden mit je 2 cem Glykoselésung (die 
25 bis 300 mg Glykose pro 1000 ccm enthielten) ebenfalls 10 Minuten 
gekocht und zur Herstellung der Standards fiir die Bestimmung der 
Reduktionswerte der Glykokollreagenzien verwendet. Z. B. 2 cem des 
Reagens Nr. 3 in Tabelle II (pq 9,4) plus 2 cem einer Glykoselésung 
(100 mg pro 1000 ccm) wurden gegen je 2cem des Reagens Nr. 3 in 
Tabelle III (py 9,4) plus je 2 cem Glykoselésungen (die 50 bzw. 100 mg 
Glykose pro 1000 ccm enthielten) gelesen. Es mu hervorgenoben 
werden, daB alle glykokollhaltigen Reagenzien keine Reduktion auf. 
wiesen, wenn sie mit destilliertem Wasser gekocht wurden! (sind die 


1 Nur die Reagenzien Nr. 9 und 10 gaben eine sehr schwache Reduktion. 
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Tabelle III 


zeigt die Zusammensetzung alkalischer Kupferreagenzien verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration. 





Zusammensetzung der Zusammensetzung der 
Reagenzien * Reagenzien * 
ro 1000 ccm: ro 1000 ccm 
NaTartrat . . . 12g NasTartrat . . . 124 
Reagens PH CuSO,.5Aq. - 58] Reagens PH CuSO,.5Aq. . 5¢ 
approx. Na, CO, oo V8 approx. Na, CO, ooe Vg 
NaHicd, oc + 2g NaHCO, ... 20¢ 
und 2n NaOH und 2n NaOH 
com com 
Folin 9,1 0 Nr. 7 9,8 33 
, ee 9.9 40 
Nr. 1 9,2 C a. 10.0 44 
eo 9,3 11 . md 
, - ¢ 10,1 47 
» 3 94 4 11 | (102 5 
4 9,5 i8 " 
cS 9.6 22 Folin-Wu 10,4 0 
6 9,7 25 





* Das Folin-Wu-Reagens hat eine andere Zusammensetzung 


Reagenzien aber alter als eine Woche, so geben sie stark positive Blind 
proben; Kupferoxydul kann sogar in der Kalte gebildet werden und 
setzt sich dann an dem Boden der Flasche ab). 

Tabelle II zeigt, daB 4.5 g Glykokoll pro 1000 ccm Reagens die 
Glykoseoxydation vermindern, wenn die Wasserstoffionenkonzentration 
des Reaktionsgemisches vor der Erhitzung kleiner ist als pg etwa 9,7! 
und um so mehr, je kleiner das py ist. Bei pg etwa 9,2 werden nur 
48, 55, 62 und 70°, der vorhandenen Glykose oxydiert, wenn die 
Konzentration der Glykose in den verwendeten Zuckerlésungen 50 
100, 200 und 300 mg pro 1000 ccm betragt. Ist das pg der Reagenzien 
gréBer als etwa 9,8, so scheint es, daB auch ein Teil des Glykokolls 
oxydiert wird, da etwas mehr Kupfer, als dem Glykosegehalt entspricht 
reduziert wird. 

Noch ein ahnlicher Versuch wurde gemacht. Eine Serie Lésungen. 
die pro 1000 ccm 7500 mg Glykokoll, verschiedene Mengen carbonat- 
freier 2n NaOH (s. Tabelle ITV, Kolonne 2) und 100 mg Glykose ent- 
hielten, wurden hergestellt; ferner auch eine Serie Lésungen von der- 
selben Zusammensetzung, nur ohne Glykose. Je 2 ccm dieser Liésungen 
wurden dann mit je 2cem des Folin-Reagens 10 Minuten gekocht* 
Die approximativen py-Werte der Reaktionsgemische in den Zucker- 
eprouvetten (vor der Erhitzung) sind in Tabelle IV, Kolonne 4 ver. 
zeichnet. Wie aus Kolonne 5 ersichtlich ist, wurde das Glykokoll 


1 Kochdauer 10 Minuten. 

2 Die glykosehaltigen Liésungen wurden gleich nach ihrer Herstellung 
mit dem Folin-Reagens oxydiert, um etwaigen Zersetzungen der Glykose 
durch das Alkali vorzubeugen. 
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Tabelle 1V 


lener eigt, wie das Folin-Reagens von Glykokoll-Glykoselésungen verschiedener 
\lkalinitaét reduziert wird. Die Reduktionswerte sind in Milligramm 
Glykose pro 1000 cem der Lésung ausgedriickt. 











ng der 
m - ' 1 2 3 4 5 6 
: 55 Zusammensetzung der Lésung 2ccm Folin-Reagens 
. Vg pro 1000 com + 2ccm Lésung 
, We Losung a Ae ee os . Oxydierte 
on “hy Reduktionswert | Glykose 
Glykokoll 2n NaOH Glykose Pu (pro 1000 ccm) 
Nr. mg mg approx. mg %, 
la 7500 il 100 24 x 
ib 7500 11 o i} 9 0 24 
Qa 7500 19 100 : 40 ; 
2b 7500 19 0 |} 9 3 87 
3a 7500 30 100) 81 ‘ 
3b 7500 30 o |; %4 il e 
4a 7500 37 100 . 87 me 
- 4b 7500 87 0 | % 15 2 
il . - 
i ba 7500 43 100 |) o¢ 89 " 
und 5b 7500 43 “We | Bs 15 
6a 7500 45 100 | - 96 
die 6b 7500 45 o iy * 13 & ; 
ition 7a 7500 47 100 ¢ 108 . 
4 b.. 8 
971 7b 7500 47 o i} % 12 = 
8a 7500 55 100 117 
nur 
= - 7880 on 0 — | 10,0 7 100 
5 9a 7500 68 100 130 fine 
be 9b 7500 68 0 29 
zien 
‘ Die Vergleichsstandards wurden aus 2cem Glykoselésung ent- 
kolls ~ . ° : 
ich sprechender Konzentration (10 bis 250mg pro 1000 ccm) und 2cem der 
icht Reagenzien aus Tabelle III (mit entsprechendem px) hergestellt. 
T P 
Die Kochdauer belief sich in allen Fallen auf 10 Minuten. 
wen, 
mat oxydiert, wenn das py gréBer war als etwa 9,1. Kolonne 6 zeigt die 
oms- prozentuale Glykosemenge, die oxydiert wurde. Daraus sehen wir 
der- wieder, wie das Glykokoll die Zuckeroxydation vermindert, wenn der 
nge 4 pu- Wert des Reaktionsgemisches kleiner als etwa 9,8 ist ; bei pq etwa 9,2 
cht* wurden etwa 40°, und bei py etwa 9,1 nur etwa 20°, der vorhandenen 
cker- Glykose oxydiert. Kolonne 5 zeigt ferner, dab, wenn die Reduktion 
— bei einem py, bei welchem das Glykokoll keine hindernde Wirkung 
okoll auf die Glykoseoxydation ausiibt (also etwa 9,8 oder mehr), ausgefiihrt 
wird, die Totalreduktion, die ein Gemisch von Glykokoll und Glykose 
verursacht, gleich der Summe der Einzeleffekte dieser beiden Sub- 
ung . ° ° ° a a ° 
ei stanzen zu sein scheint (wenigstens wenn die Alkalitaét nicht allzu 
groB ist). 
Biochemische Zeitschrift Band 207. 7 
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Uber den EinfluB des Carbonatgehalts der Kupferreagenzien auf die Oxydatioy 
von Glykokoll. 


Ks scheint, dais die Menge des Carbonats in den Reagenzien fiir d 
Oxydation von Glykokoll von Bedeutung ist. Die glykokollhaltigen, carbona: 
armen Reagenzien aus Tabelle IT oxydierten das vorhandene Glykok«|| 
kaum merklich, nicht einmal bei einem py von 10,1. In den Versuch: 
aus Tabelle LV, bei denen die Glykokollkonzentration 7500 mg pro 1000 cc; 
betrug, war die Oxydation des Glykokolls durch das carbonatarme Foli: 
reagens sehr gering. Dagegen hatte das carbonatreiche Folin-Wu-Reagen-. 
hei einem py von ungefahr 10 eine betrichtliche Oxydation dieser Glykoko! 
mengen verursacht 

Um dies naher zu veranschaulichen, wurde folgender Versuch au 
vefiihrt: Ein Reagens, das dieselben Mengen Natriumtartrat und Kupfer 
sulfat wie das Folin-Wu-Reagens enthielt, jedoch an Carbonat Armer wa: 
wurde hergestellt. Seine Zusammensetzung war: 

10,8 ¢ Na-Tartrat 

4.52 CuSO, | Reagens war gleich dem 
7 g Na,CO, | des Folin-Wu-Reagens, 
20 g NaHCO, und zwar 10,4. 


30) com 2,5n NaOH (carbonatfrei). 


Das py dieses 


Eine Lésung, die pro 1000 cem 4,5 g¢ Glykokoll und 40 cem n NaOH ent 

hielt und ein pa von 10,2 aufwies, reduzierte das Folin-Wu-Reagens in 
dem gleichen Ausmals wie eine Glykoselésung, die pro 1000 cem 53 my 
dieses Zuckers enthalt, wahrend das obige carbonatarme Reagens vo 
dieser Glykokollésung in einem Ausmal reduziert wurde, der einer Glykos« 

konzentration von 23 mg pro 1000 ccm entsprach. Eine Lésung, die 100 my 
Glykose pro 1000 ccm enthielt, wurde von dem carbonatarmen Reagens 
nur 7 bis 9°, schwacher oxydiert als von dem Folin-Wu-Reagens (Koc! 

dauer in allen Fallen 6 bis 7 Minuten.) 


Uber den Einflu8 der Kochdauer auf die Oxydation von Lésungen, dic 
Glykose und Glykokoll enthalten. 


Aus der folgenden Zusammenstellung geht hervor, dab die Ox, 
dation einer Lésung, die pro 1000 cem 1000 mg Glykokoll und 200 mg 
Glykose enthalt, durch das Folin-Wu-Reagens nur wenig gesteigert 
wurde, wenn die Kochdauer von 10 auf 30 Minuten verlingert wurde 
Das Glykokoll wurde betrachtlich oxydiert, so daB die Gesamtoxydation 
ungefaihr 50°, héher ausfiel, als von der anwesenden Glykosemeng: 
zu erwarten war. 





2 ccm Reagens + 2 com einer Lésung von 
1000 mg Glykokoll und 200 mg Glykose 


Kochdauer pro 1000 ccm 
Folin-Wu Folin 
|. 7 281 178 
7 eee 290 209 


se ar wie lsntia 309 260 
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Wie die Zusammenstellung zeigt, stieg die Folin-Oxydation stark 
mit zunehmender Kochdauer. Nach 10 Minuten war die vorhandene 
Glykose noch nicht ganz oxydiert, nach 30 Minuten jedoch war nicht 
nur dieser Zucker véllig oxydiert, sondern auch ein betrachtlicher 
Teil des Glykokolls. Mit zunehmender Kochdauer nahern sich die 
Oxydationswerte beider Reagenzien. 

Wird das glykokollhaltige Reagens Nr. 8 in Tabelle IL (py — 9,9) 
10 Minuten lang mit Lésungen, die 100 bzw. 200mg Glykose pro 
1000 cem enthalten, gekocht, so wird der Zucker vollstandig oxydiert 
und die Reduktionswerte etwa 100 (= 100°.) bzw. etwa 212 (— 106°.) 
erhalten (s. Tabelle II). Wird aber nur 6 bis 7 Minuten lang gekocht. 
so sind die Reduktionswerte nur etwa 75 (= 75°.) bzw. etwa 166 

83 %,,). 

Erhéhung der Kochdauer wirkt also der Oxydationshemmung 
des Glykokolls entgegen. Bei kurzer Kochdauer kann eine deutliche 
Oxydationshemmung bei gréBerer Alkalitat als pq — 9,7 bis 9.8 eintreten 


Uber den Einflu8 der Alkalitat der Kupferreagenzien auf die Kupferreduktion 
durch Glykose. 

Die Reagenzien, die in Tabelle II] verzeichnet sind, eignen sich 
vorziiglich dazu, den EinfluB der Alkalitét auf die Kupferreduktion 
durch Glykose zu untersuchen. Diese Reagenzien (von demselben 
Gehalt an Natriumtartrat und Kupfersulfat wie das Folin-Reagens) 
wurden mit Lésungen, die 100 bzw. 200mg Glykose pro 1000 ccm 
enthielten, 10 Minuten gekocht. Das Folin-Wu-Reagens wurde mit 
denselben Zuckerlésungen 7 Minuten gekocht. Nach Zusatz von Molyb- 
dinséiure und Wasser wurden die entstandenen blauen Fliissigkeiten 
auch diejenigen, die das Folin- Wu-Reagens enthielten) mit Standards. 
die aus den obigen Glykoselésungen und dem Folin-Reagens her- 
gestellt worden waren (Kochdauer 10 Minuten), verglichen. Tabelle V 
zeigt, daB das Reagens von Folin und Wu in gleichem AusmaB wie das 
Folin-Reagens reduziert wurde. Die Reagenzien in dem Alkalitats 
bereich 9.2 bis 9.8 gaben ungefihr 20°,, mehr Kupferoxydul als diese 
beiden. 

Dies ist eine Bestétigung der Beobachtung von Somogyi (7). Somogy: 


arbeitete mit dem Reagens von Shaffer und Hartmann ', das wahrscheinlich 


' Das Reagens von Shaffer und Hartmann (8) hat die folgende Zu 
sammensetzung (pro 1000 cem): 


Kupfersulfat (kristallisiert) . . .. . . 50g 
ena Ore Sate ew as att Ee 
Natriumcarbonat (wasserfreies). . . . . 40.0¢ 
EL os ek ay Kk <ih tie a 
Ds ss es hse Yo + re 
a ee ee ae ee 


~ 
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Tabelle V 
zeigt, wie Kupferreagenzien verschiedener Alkalitat von Lésungen, dix 
100 und 200 mg Glykose pro 1000 ccm enthalten, reduziert werden. Dir 
Reduktionswerte sind durch Vergleich mit Standards, hergestellt au- 
Glykoselésungen (100 bzw. 200 mg Glykose pro 1000 cem) und dem Folin 
Reagens, bestimmt worden. 








2 ccm Reagens 2 ccm Reagens 
+ 2ccm Glykoselésung | + 2 com Glykoselésung 
Zusamensetzung der 100 mg/1000 com 200 mg 1000 com 
> Reagenzien * a ———_—___—_— 

= pro 1000 ccm ate Sez . dee 

& Na-Tartrat.... 12g se 22tc se Sec 

Reagens & % Ce8O 5Aq.- Sg E= Re 5= RRs 

E /Nacd i i ee) > ee | ee 

é NeHicd, | ne 2 S23% 2 f2se 

‘ und 3n NaOH $s Sox 4s S ox 
3S OSS } 

a~ - ae = 

ccm ti) 0}, 
Folin 9.1 0 100 0 200 0 
Nr. 1 9,2 6 120 20 233 17 
a. oe 9,3 11 123 23 244 22 
Poe 9.4 15 125 25 244 22 
» 4 9,5 18 117 17 235 18 
» * 9,6 22 122 22 244 22 
- = 9,7 25 118 18 244 22 
a? oy 9,8 | 33 119 19 235 18 
ac 9,9 40 111 11 233 17 
ae 10,0) — 44 107 7 226 13 
» = 10,1 47 1097 7 222 11 
o ‘33 10,2 51 107 7 222 11 
Folin-Wu 104 0 100 0 200 0 


* Das Folin-Wu-Reagens hat cine andere Zusammensetzung. 


Die Kochdauer belief sich in allen Fallen auf 10 Minuten; mit Aus- 
nahme der Folin-Wu-Bestimmung, bei der sie 7 Minuten war. 


ungefahr dasselbe pg, wie das Folin-Wu-Reagens hat, und modifizierte sie. 
Sein neues Reagens enthalt auf 2 Mol. Na,CO, 3 Mol. NaHCO, und gibt 
mit Glykose 10 bis 15°, mehr Kupferoxydul als das urspriingliche Reagens 
von Shaffer und Hartmann. Das Reagens Nr. 6 aus Tabelle ITI, mit einem 
Pu von 9,7, enthaélt 20g NaHC9O,, 7g Na,CO, und 25ccm 2n NaOH, 
was in Wirklichkeit 15,8 g¢ NaHCO, und 12,3g Na,CO, sind, d.h. es 
kommen auf 2 Mol. Carbonat etwa 3 Mol. Bicarbonat. Dieses Reagens 
gibt ahnlich wie das von Somogyi mit Glykose maximale Mengen Kupfer- 
oxydul. Somogyis neues Reagens diirfte auch ein pq von etwa 9,7 haben. 
Vgl. ferner die ausfiihrliche Arbeit von Amick (9), ,.The copper number 
for glucose“. 


Uber die Pufferkapazitit alkalischer Kupferreagenzien. 


Aus dem Vorhergehenden geht hervor, daB die Wasserstoffionen- 
konzentration des Reaktionsgemisches in der Zuckereprouvette fiir 
das AusmaB der Kupferreduktion von fundamentaler Bedeutung ist 
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Da die alkalischen Kupferreagenzien gewohnlich nicht allzu stark ge- 
puffert sind, so kann es vorkommen, dab, wenn die zu untersuchende 
Lésung betrachtliche Mengen von Puffersubstanzen — wie Amino- 
siure usw. enthalt, die Wasserstoffionenkonzentration von der- 
jenigen des Kupferreagens verschoben wird und somit ganz andere 
Mengen Kupferoxydul ausreduziert werden, als es bei unveranderter 
Wasserstoffionenkonzentration der Fall gewesen ware. Tabelle VI 
veranschaulicht dies: Je 2 ccm verschiedener Lésungen, die 100 bzw. 
200 mg Glykose und von 0 bis 16000 mg Glykokoll pro 1000 ccm 
enthielten, wurden mit je 2 cem des Folin- Wu-Reagens 6 bis 7 Minuten 
gekocht und das Ausmal der Kupferreduktion bestimmt. Die restlichen 
Teile der Lésungen wurden durch Zusatz von NaOH auf px 10,3 ge- 
bracht. Diese alkalischen Lésungen reduzierten das Folin-Wu-Reagens 
in gréBerem AusmaB; s. Tabelle VI. 


Tabelle VI 


zeigt, daB es notwendig ist, die zu untersuchende Zuckerlésung vor der 
Bestimmung auf die Wasserstoffionenkonzentration des Kupferreagens zu 
bringen, falls die Zuckerlésung betrichtliche Mengen Puffersubstanzen — 
wie Glykokoll — enthalt. Die Werte der Kupferreduktion sind in Milli- 








gramm Glykose pro 1000 ccm ausgedriickt. pa des Folin-Wu-Reagens 
= 10,4. 
‘ 
Die untersuchte Folin -Wu-Bestimmung Die untersuchte Folin -Wu-Bestimmung 
yay Xp $$ Liseng cothtalt ncenehiepenip epeticngrereqemiets 
Be = nach Zusatz pe ae : nach Zusatz 
cad Giykekoit direkt, «von NaOH | SUUKES Laie direkt | von NaOH 
zu Py = 103 zu Pu = 103 
mg mg ‘ie 
0 100 100 0 200 200 
60 106 107 60 206 296 
500 128 140 500 237 247 
1 000 150 160 1 000 248 258 
2000 149 _ 2000 249 - 261 
4000 149 162 4000 250 260 
6 000 151 173 6 000 256 275 
8 000 153 196 8 000 260 292 
10 000 168 220 10 000 - 323 


Die Vergleichsstandards wurden aus Glykoselésungen entsprechender 
Konzentration und dem Folin-Wu-Reagens hergestellt. 
Die Kochdauer belief sich in allen Fallen auf 6 bis 7 Minuten. 


Die Pufferkapazitat der Reagenzien war anscheinend nicht ge- 
niigend. In dem Falle, wo kein Natriumhydroxyd zugesetzt wurde, 
vollzog sich die Reaktion in der Eprouvette bei einem niedrigeren py 
als das des Reagens, wodurch die Oxydation der Aminosaure zu niedrig 
ausfiel. 
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Wenn die Konzentration des Glykokolls in der Glykoselésung 
gréBer als 8 bis 10g pro 1000 cem war, wurde das py des Reaktions- 
gemisches scheinbar kleiner als 10; dadurch wurde ein Teil der Glykose 
der Oxydation entzogen (auf Grund der hindernden Wirkung des 
Glykokolls auf die Glykoseoxydation; diese Wirkung setzt ein, wie 
aus Tabellen II und IV zu ersehen ist, wenn das pq unter 10 sinkt) 
Dies diirfte die Ursache gewesen sein, dab die Reduktion des Folin-Wu 
Reagens bei steigender Glykokollkonzentration (und konstanter Glykose- 
konzentration) sank, sobald der Gehalt an Aminosaure eine Kon- 
zentration von | °,, in der untersuchten Lésung tiberschritt. 

Um reproduzierbare Resultate zu bekommen, ist es deshalb not- 
wendig — im Falle man mit Zuckerlésungen, die betrachtliche Mengen 
Puffersubstanzen enthalten, arbeitet —, die zu untersuchende Lésung 
durch Zusatz von NaOH auf das py des Kupferreagens zu bringen 
Dies wird am einfachsten auf folgende Weise ausgefiihrt, falls Folin- Wu 
Bestimmungen gemacht werden sollen: Man iiberfiihrt 2 ccm der zu 
untersuchenden Lésung in eine Zuckereprouvette und 2 ccm destillierten 
Wassers in eine andere; sodann setzt man beiden einen Tropfen Phenol. 
phthaleinlésung (0,1 g Phenolphthalein in 100 cem 50°,igem Alkohol) 
und der Eprouvette, die Wasser enthalt, einen Tropfen n/10 NaOH 
zu. Der Eprouvette, die die Zuckerlésung enthalt, setzt man nun so 
viele Tropfen n/10 bis n NaOH zu, bis der Inhalt derselben fast dieselbe 
Farbtiefe wie der Inhalt der anderen erreicht hat. Nur bei hohem 
Gehalt an Puffersubstanzen soll die starkere Lauge verwendet werden: 
mehr als 5 bis 7 Tropfen Lauge sollen nicht zugesetzt werden. Da 
Glykose schnell bei alkalischer Reaktion zerstért werden kann, soll die 
Folin-Wu-Bestimmung wenige Minuten nach dem Zusetzen der Lauge 
ausgefiihrt werden!. 


SchlieBlich soll noch erwahnt werden, daB ahnliche Versuche auch 
mit Alanin und mit Gemischen von verschiedenen Aminosauren (er- 
halten durch Schwefelsiurehydrolyse von Casein) ausgefiihrt wurden, 
wobei im Prinzip dieselben Resultate wie mit Glykokol! erhalten wurden 
Die Eigenschaften des Glykokolls, die in dieser Arbeit behandelt worden 
sind, diirften deshalb vielen anderen Aminosiuren eigen sein. 


Diskussion. 


Es ist gezeigt worden: 
1. daB Glykokoll, im Fatie es in geniigenden Mengen vorhanden 
ist, die Oxydation von Glykose durch alkalische carbonathaltige Kupfer. 


! Fiir die kolorimetrische Bestimmung sehr kleiner Mengen von Kupfer- 
oxydul werden in der folgenden Arbeit einige Ratschlage gegeben. 
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osungen vom Typus der Folin-Wu und Folin-Reagenzien in dem 
\lkalinitatsbereich py etwa 9,1 bis etwa 9,8 hindert! (weniger alkalische 
(Gebiete wurden nicht untersucht) ; 

2. daB bei konstanter Konzentration von Glykose und Glykokoll 
und bei konstanter Kochdauer die Oxydationshemmung desto griBer 
wird, je kleiner das py ist; 


3. dab Erhéhung der Kochdauer der Hemmung entgegenwirkt. 

Die Frage entsteht, worauf diese hindernde Wirkung des Glykokolls 
zuriickzufiihren ist. Es kann sich um eine Wirkung der Aminosiure 
auf die Glykose — oder ihre Umwandlungsprodukte oder auf den 
Kupferkomplex handeln. 


Im ersten Falle wiirde wahrscheinlich ein Kupfer nicht reduzierendes 
Kondensationsprodukt zwischen der Aminosiéiure und der Glykose (oder 
deren Umwandlungsprodukten) entstehen vielleicht vom Typus der 
Schiffschen Reaktion [vgl. Euler und Brunius (10)] —, wobei die weitere 
Zerstérung der Glykose verhindert oder in solche Bahnen geleitet werden 
wiirde, daB dabei keine Reduktionswirkung entstande. 

Es ist aber auch denkbar, daB eine komplexe Verbindung zwischen 
der Aminoséure und dem Kupfer entsteht, wobei die oxydativen Eigen- 
schaften der Kupferlésung vermindert werden; vgl. die neulich von Abder- 
halden und Schnitzler (11) beschriebenen, schwach dissoziierenden Kupfer- 
salze der Aminosiuren. Ferner ist es auch denkbar, daB die reduktions- 
hemmende Wirkung des Glykokolls teilweise auf seine Eiyenschaft als 
Puffersubstanz zuriickzufiihren is;. Wahrend des Kochens geht Kohlen- 
siure verloren und die Reaktion wird dementsprechend mehr alkalisch. Ist 
Alkaliglycid vorhanden, so wirkt dieses der Alkalitétsverinderung ent- 
gegen und férdert somit die Kohlensiureabgabe. Es ist also denkbar, 
daB der ReduktionsprozeB in Gegenwart von Glykokoll bei einer héheren 
Wasserst offionenkonzentration und einer niedrigeren Carbonatkonzentration 
verlaufe, was zur Folge haben kénnte, daB niedrigere Reduktionswerte 
erhalten werden als bei Abwesenheit dieser Substanz. 

Wenn zwei verschiedene Reaktionsgemische das eine Reagens 

Glykose, das andere auBerdem noch Glykokoll enthaltend vor der 
Erhitzung ungefaihr denselben py-Wert haben, so kann vielleieht nach 
oben Gesagtem ein betrachtlicher Unterschied in ihren py- und Carbonat- 
werten wahrend des Reduktionsprozesses entstehen. Man kann also nicht 
wissen, ob beide Reduktionsprozesse unter den gleichen Bedingungen 
verlaufen, trotzdem die Alkalitét in beiden Fallen vor dem Erhitzen die 
gleiche war. Bevor man nicht genau untersucht hat, wie diese Umstande 
auf die Reduktion einwirken, ist es, auf Grund der in dieser Arbeit aus- 
gefiihrten Versuche, nicht angebracht, iiber den Mechanismus der hindernden 
Wirkung des Glykokolls auf die Oxydation von Glykose etwas auszusagen. 
Vergleiche die Diskussion der folgenden Arbeit. 


Mit der hier verwendeten Methodik kénnen keine Daten iiber die 
Wirkung des Glykokolls auf die Oxydation von Glykose bei py-Werten, 


! Gilt fiir eine Kochdauer von 10 Minuten (wird kiirzere Zeit gekocht, 
30 ist die Oxydationshemmung bei noch gréBerer Alkalitaét nachweisbar). 
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die etwas kleiner sind als etwa 9.1, erhalten werden. Bei so schwac! 
alkalischer Reaktion oxydieren namlich alkalische Kupferlésunge: 
Glykose nur in so geringem Ausmab, dab die obige Methodik nicht 
verwendbar ist. 


Literatur. 
Eine Kondensation zwischen Aminoséuren und Aldehydzuckern is: 
mehrmals beobachtet worden, besonders bei alkalischer Reaktion. (Be: 


héherer Temperatur verlauft die Umsetzung schnell; Kohlensfiure uni! 
Ammoniak werden abgespaltet, Maillard, Lindner, Iwanoff usw.) Irvin. 
und Hynd (12) isolierten Glykose-Alanid, bestehend aus 1 Mol. Glykos: 
und 1 Mol. Aminosaéure. Kostytschew und Brilliant (13) beobachteten ein: 
spontane Reaktion zwischen Glykose und Glykokoll bei schwach alkaliseh: 

Reaktion. Beobachtungen anderer Art iiber Kondensationen von Zuck« 

mit Aminoséuren wurden von Neuberg und Kobel (bei neutral: 

Reaktion) (14), Borsook und Wasteneys (15) und von von Euler und seine: 

Mitarbeitern (10) (16) (17) (22) gemacht. von Euler, Brunius und Josep/ 

son (17) und von Euler und Brunius (10) verfolgten die Bildung einer Ve: 

bindung zwischen Glykose und Glykokoll oder Alanin in dem py-Bereic! 
8,2 bis 11,0 bei Zimmertemperatur; sie sahen die Reaktion nach 30 bis 
40 Stunden einen Gleichgewichtszustand erreichen; bei Gleichgewicht war 
die Kondensation desto gréBer, je gréBer die Alkalitaét des Reaktions- 
mediums war; 1 Mol. Glykose verband sich mit 1 Mol. Aminosiéure. Wald 
schmidt-Leitz und Rauchalles (18) studierten die Kondensation von Glykose 
mit Peptiden (Glycylglycin und Leucylglycin). Sie fanden, daB die Ge 

schwindigkeit der Kondensation bei py 8,0 am grébten war; bei pg 9,0 
war sie nur unbedeutend. Die Kondensationsprodukte bestanden aus 
1 Mol. Glykose und 1 Mol. Peptid. Zwischen Glykose und Pepton tritt 
eine Reaktion nur in klemem Ausma®S ein (Euler und Brunius) (10). Neuberg 
und Kobel (23) beschrieben vor kurzer Zeit auch Reaktionen von Zucker mit 
Dipeptid und Pepton bei neutraler Reaktion. Uber Zucker-Eiweili 
kondensationen vergleiche Neuberg und Simon (19), v. Euler und Brunius (10) 
und Sérensen und Lorber (20). 

Die jetzt beschriebenen Versuche wurden gewéhnlich bei Zimmer 
temperatur ausgefiihrt. Der Verlauf der Kondensation wurde durc!} 
polarimetrische Analyse, durch Bestimmung des reaktionsfahigen Amino 
stickstoffs nach van Slyke, durch Ermitthung des freien Zuckers durc!} 
Oxydation mit alkalischen Jodlésungen nach Willstdtter und Schudel uni 
durch Bestimmung der GefrierpunktsAnderung verfolgt. 

Benedict (21) hat vor einigen Monaten ein carbonatarmes Kupfer 
reagens hergestellt, das pro 1000 ccm 10g Alanin enthalt; dieses Reagens 
wird zwar von Glykose wie gewéhnliche Kupferreagenzien reduziert, von 
Kreatinin, Harnsaure, Resorcin, Pyrokatechin usw. dagegen nur in seh 
kleinem MaBe (diese Eigenschaft ist vielleicht. wenigstens teilweise, dem 
niedrigen Carbonatgehalt des Reagens — 25g pro Liter zuzuschreiben : 


vgl. oben). 


In dem Vorhergehenden ist gezeigt worden, daB Glykokoll und 
andere Aminosiuren die Oxydation von Glykose durch alkalisch: 
Kupferlésungen stark hindern kénnen. Eine solche oxydations 
hemmende Wirkung kann auch mit Borsaure erzielt werden. Schon 
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kleine Mengen dieser Saure wirken stark hemmend bei py 9. Werden 
groBe Mengen Borat verwendet, so kann eine sehr bedeutende Oxy- 
dationshemmung bei betrachtlich gréBerer Alkalitit (p_ 10.4) erzielt 
werden. Diese Verhaltnisse werden in der folgenden Arbeit behandelt. 


Zusammenfassung. 


1. Glykokoll, im Falle es in geniigenden Mengen vorhanden ist, 
hindert die Oxydation von Glykose durch alkalische, carbonathaltige 
Kupferlésungen vom Typus der Folin-Wu und Folin-Reagenzien in 
dem Alkalitatsbereich py etwa 9,1 bis etwa 9,8* (weniger alkalische 
Gebiete wurden nicht untersucht). 

2. Die oxydationshemmende Wirkung des Glykokolls ist desto 
gréBer, je kleiner das py ist (bei konstanter Kochdauer und konstanter 
Konzentration von Glykose und Glykokoll). 

3. Erhéhung der Kochdauer wirkt der Oxydationshemmung des 
Glykokolls entgegen. 

4. Wird die Kupferreduktion der betreffenden Reagenzien durch 
eine Lésung, die Glykose und Glykokoll enthalt, bei einem py, bei 
welchem das Glykokoll keine hindernde Wirkung auf die Glykose- 
oxydation ausiibt (also py etwa 9,8 oder mehr*), ausgefiihrt, so scheint 
die Totalreduktion approximativ gleich der Summe der Einzelreduk- 
tionen dieser beiden Substanzen zu sein (wenigstens bei nicht allzu 
groBer Alkalinitat). 

5. Die Oxydation von Glykokoll durch alkalische, carbonathaltige 
Kupferlésungen vom Typus der Folin-Wu und Folin-Reagenzien steigt 
rasch mit dem py, bei dem die Reaktion ausgefiihrt wird, sowie mit 
der Kochdauer. 

6. Das AusmaB der Oxydation von Glykokoll ist (bei konstantem 
pu) stark abhangig von dem Carbonatgehalt des verwendeten Kupfer- 
reagens. Niedrige Oxydationswerte werden bei niedrigem Carbonat- 
gehalt erhalten. 

7. Das optimale Alkalitatsgebiet fiir die Oxydation von Glykose 
mittels alkalischer, carbonathaltiger Kupferlésungen ist py etwa 9.2 
bis etwa 9,8 (Bestitigung von Somogyis Beobachtungen). 

8. Um reproduzierbare Resultate zu erhalten, ist es notwendig 
im Falle man mit Zuckerlésungen, die betrachtliche Mengen von Puffer- 
substanzen enthalten, arbeitet —, die zu untersuchende Lésung durch 
Zusatz von Natronlauge auf das py des Kupferreagens zu bringen 

9. Die oben angegebenen py-Werte sind nur approximativ und 
beziehen sich auf die Wasserstoffionenkonzentration des Reaktions- 


* Gilt fiir eine Kochdauer von 10 Minuten (wird kiirzere Zeit gekocht, 
so ist die Oxydationshemmung bei noch gréBerer Alkalitaét nachweisbar). 
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gemisches vor der Erhitzung. Der ReduktionsprozeB selbst verlauft 
bei einem anderen py (s. Naheres oben). 


Herrn Professor Otto Folin spreche ich meinen besten Dank fiir 
die wertvollen Ratschlage aus, die er mir bei der Ausfiihrung dieser 
Arbeit ertcilt hat. 
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Uber die Oxydation von Glykose und Glykokoll 
mittels alkalischer Kupferlésungen in Gegenwart von Borsiure. 


Von 
Harry Lundin. 


(‘Aus dem Biochemischen Laboratorium der Medizinischen Fakultaét der 
Harvard Universitat, Boston, und dem Zentrallaboratorium der A. G. 
Stockholmer Brauereien.) 


(Eingegangen am 2. Januar 1929.) 


Bei Versuchen, die unternommen wurden, um die Einwirkung 
verschiedener Puffersubstanzen auf die Oxydation von Glykose mit 
alkalischen Kupferlésungen nach den Methoden von Folin und Wu (1) 
und Folin (2) zu studieren, wurde die Beobachtung gemacht, dab 
Borsiure — bzw. Borate — diese Oxydation stark hemmen kann. 
Um diese Erscheinung naher zu untersuchen, wurden verschiedene 
Versuche ausgefiihrt, die im folgenden mitgeteilt werden. 


Es ist seit langem bekannt, daB8 Reaktionen zwischen Borséure und 
organischen Substanzen, die Hydroxylgruppen enthalten, eintreten kénnen. 
Biot (3), Dignon und Klein (4) fanden, da®B, wenn Glycerin, Erytrit, Mannit, 
Dulcit, Livulose, Dextrose oder Galaktose einer alkalischen Boraxlésung 
zugesetzt werden, die Reaktion sauer wird. Die Bildung eines leicht hydro- 
lysierbaren sauren Borséiureesters wurde als Ursache dieser Erscheinung 
angenommen. Es ist sogar méglich, em Wasserstoffatom der Borsiure 
titrimetrisch zu bestimmen, wenn der Lésung entsprechende Mengen 
Mannit (5) oder Glykose (6) zugesetzt werden. DaB®B die Wasserstoffionen- 
konzentration fiir diese Reaktion zwischen Borséiure und Polyhydroxy]- 
verbindungen eine Rolle spielt, geht schon aus den Versuchen von Jehn (7) 
1888 und Silzer hervor. Magnanini (8) 1890 und Kahlenberg und Schreiner (9) 
1896 und viele spaitere Autoren, wie Boeseken (10), Rimbach und Ley (6) 
1922 und Verschuur (11) 1927, beobachteten eine Zunahme der elektrischen 
Leitfahigkeit der Borséure, wenn Mannit, Erytrit, Glykol, Glycerin, Glykose 
und Laévulose zugesetzt wurden. Magnanini wies die Bildung komplexer 
lonen beim Mischen von Borsiure und Mannit nach; er zeigte, da®B diese 
Verbindungen weitgehend dissoziieren. Montani (12) fand, daB Aldehyde 
eine Leitfahigkeitserhéhung verursachen, wenn sie mindestens eine Hydroxy!- 
gruppe enthalten. Bei giinstiger Alkalitét verursacht Borséiure eine Ab- 
nahme der optischen Aktivitat von Glykose; Rimbach und Weber (13), 
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Murschhauser (14), Levy und Doisy (15) und andere. Mit dem Mechanismus 
bei der Entstehung solcher Verbindungen zwischen Borsaure und organischen 
Polyhydroxylverbindungen beschaftigte sich eine Anzahl Autoren; vg! 
Magnanini, vant Hoff [zitiert aus Meyer (16)), Boeseken, Irvine und 
Steele (17) und Verschuur. Fiir weitere Literatur auf diesem Gebiete sieh: 
R. J. Meyer in Gmelins Handb. d. anorgan. Chem., 8. Auf., 1926, System 
nummer 13, Bor, 8.95: ,,Cbher Heteropolyborséuren mit organische 
Oxyverbindungen“. 

Levy und Doisy (15) haben neulich beobachtet, da® Borséure dix 
Oxydation von einigen Zuckerarten durch alkalische Kupferlésungen uni 
Jodlésungen hindert (s. unten). Sie fiihren diese Tatsache auf eine Ester 
bildung zwischen Borséure und Zucker zuriick: 

(,H,,.0, + B(OH), Z= C,H,,0,: BOH + 2H,0O. 


Uber den Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration und der Kochdauer 
auf die Oxydation von Glykose durch alkalische Kupferlésungen in Gegenwart 
von Borsiure. 


Der Verlauf der Untersuchung war derselbe wie in der vorher- 
gehenden Arbeit, bei der Glykokoll statt Borsadure gepriift wurde. 


Eine Serie alkalischer Kupfersulfatlésungen, die Borsiéure ent 
hielten, wurden hergestellt: Je 12 g Natriumtartrat, 7 g Na, CO, (wasser- 
frei) und 20 g NaHCO, wurden in 600 cem destillierten Wassers gelést 
und mit einer Lésung von 5g kristallisiertem Kupfersulfat in 100 com 
Wasser versetzt. Boratlésungen verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration wurden nun durch Erwarmen von je 35 g Borsaure mit 
5n NaOH (carbonatfrei) und ungefahr 100 ccm Wasser hergestellt 
(Tabelle I, Kolonne 3 zeigt die Mengen 5n NaOH, die verwendet 
wurden). Diese Boratlésungen verschiedener Alkalitat wurden jetzt 
den obigen alkalischen Kupfersulfatlésungen zugesetzt und auberdem 
noch so viel Wasser, daB nach Abkiihlung in jedem Falle ein Total- 
volumen von 1000 ccm entstand. Ferner wurden noch die Kupfer- 
reagenzien von Folin [12 g Natriumtartrat, 7 g Na,CO,, 20 g NaHCQ,, 
5 g kristallisiertes Kupfersulfat plus Wasser = 1000 ccm; siehe (2)| und 
von Folin und Wu [7,5 g Weinsaure, 40 g Na,CO,, 4.5 g kristallisiertes 
Kupfersulfat plus Wasser =- 1000 cem; siehe (1)] hergestellt. 

Um ein Auskristallisieren von Boraten aus den borsaurehaltigen 
Reagenzien zu verhindern, wurden diese bei einer Temperatur von 
35 bis 50°C gehalten (die Flaschen standen auf einer Eisenplatte. die 
durch einen Gasbrenner erhitzt wurde). Erst nachdem die Reagenzien 
mehrere Wochen in dieser Temperatur gestanden hatten, wurden sie 
fiir die unten beschriebenen Versuche verwendet — um langsame Um- 
setzungen, die in den Reagenzien vor sich gehen — wahrscheinlich 
zwischen Borséiure und Kupfer — zu einem Gleichgewichtszustand 
zu bringen (s. unten). 
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Das py der Reagenzien wurde kolorimetrisch. wie in der vorher 
gehenden Arbeit, ermittelt. Die py-Werte der borathaltigen Reagenzien 
sind wahrscheinlich wegen des hohen Salzgehalts noch unsicherer als 
die der boratfreien Reagenzien'. Wir haben deshalb die beiden Typen 
von Reagenzien hauptsachlich auf Grund ihrer Oxydationsfahigkeit 
gegeniiber Glykokoll miteinander verglichen und erst in zweiter Han 
auf Grund der ermittelten py-Werte 

Kolonne | der Tabelle I zeigt, daB das Reagens Nr. | ein py von 
etwa 9.4 und Nr. 4 eines von etwa 10,4 hatte. Das py des Folin-Reagens 
ist ungefahr 9,1 und jenes des Folin-Wu-Reagens 10.4. In Nr. 5 und 6 
konnte die Wasserstoffionenkonzentration nicht bestimmt werden, da 
ihre Alkalitat fiir die verwendete Methode zu groB war 

SchlieBlich wurde noch eine Serie Reagenzien mit derselben Wasser 
stoffionenkonzentration, wie bei denen in Tabelle |, aber ohne Borséure 
hergestellt; s. Tabelle Il 


In einer Anzahl Zuckereprouvetten von Folin und Wu wurden je 
2cem der borséurehaltigen Reagenzien mit je 2 ccm verschiedener 
Zuckerlésungen, die 100 bzw. 200 mg Glykose pro 1000 cem enthielten 
6, 12 bzw. 20 Minuten gekocht, daraufhin gekiihlt und mit je 2 cem 
der Folinschen Molybdinsaure versetzt (2). Je 2. ccm der Reagenzien 
aus der Tabelle II, borsaiurefrei, wurden mit je 2cem von Glykose- 

Tabelle Il 


zeigt die Zusammensetzung alkalischer Kupferreagenzien verschiedener 
Wasserst offionenkonzentration. 





Zusammensetzung der 
Reagenzien * pro 1000 ccm: 


et ga PS re 12¢ 
Reape ee Ss oe 
approximativ NaliCO, aa ec a 0g 
und 2n NaOH 
com 
Folin 9.1 0 
Nr. 1 9.4 18 
a a 9,8 33 
. 3 9.9 4) 
Folin- Wu 10.4 0 


* Das Folin-Wu-Reagens hat cine andere Zusammensetzung. 


' Der Unterschied zwischen den py-Werten, der erhalten wurde teils 
nach der oben angegebenen Methode und teils nach dem unveranderten 
Verfahren von Michaelis und Gyemant (in Kombination mit Walpoles 
Prinzip), ist bei den borathaltigen Reagenzien gréBer als bei den borat- 
freien ; er betragt z. B. bei einem Reagens, das 60 g Borsiiure pro 1000 cen 
enthalt (s. unten), 0,2 bis 0,3 py; vgl. die vorhergehende Arbeit. 
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lésungen (10 bis 200 mg pro 1000 ccm) ebenfalls 6, 12 bzw. 20 Minuten 
gekocht und als Vergleichsstandards bei der Bestimmung der Farbstarke 
der borsiurehaltigen Fliissigkeiten verwendet. Z. B. 2 com des Reagens 
Nr. 3 in Tabelle I (py 9,9) plus 2 cem Glykoselésung (200 mg pro L000 cem) 
wurden gegen je 2.cem des Reagens Nr. 3 in Tabelle IT (pq 9,9) plus 
je 2cem verschiedener Glykoselésungen (10 bis 100 mg pro 1000 cem) 
gelesen. Die Reduktionswerte der borsiurehaltigen Reagenzien Nr 4. 
5 und 6 wurden gegen Folin-Wu-Standards gelesen 


Aus Tabelle I geht hervor: 


|. daB Borsiure in dem pg-Bereich etwa 9.1 bis etwa 10.5 die 
Oxydation von Glykose stark hindert ; 


2. daB bei konstanter Kochdauer und konstanter Konzentration 
von Glykose und Borsaure diese hemmende Wirkung desto gréber 
wird, je kleiner das py ist; 


3. dab Erhéhung der Kochdauer (bei konstantem py) die hemmende 
Wirkung der Borsaure herabsetzt. 


Es ist notwendig, eine groBe Konzentration von Borséure zu ver 
wenden, um in dem besprochenen Alkalitatsgebiet eine bedeutende 
Hemmung der Glykoseoxydation zu erzielen. Die Borsiurekonzentration 

35 . 1000 
war 350. bzw. 175 mal gréBer als jene der Glykose in diesen 
Versuchen. 


Uber Kupferreagenzien mit einem py von etwa 10,4, die Borsiiure enthalten 
und Glykose nur in geringem AusmaB oxydieren. 


Aus Tabelle I ist ersichtlich, daB die Konzentration der Borsiure 
in den Kupferreagenzien gréBer sein mu als 35 g pro 1000 cem, damit 
cine Glykoselésung (200 mg pro L000 cem) bei einem py von 10.3 bis 10.4 
nicht oxydiert werden soll. 

Kine Serie Reagenzien wurde in folgender Weise hergestellt 
Je 7,5 g Weinsiure und 40g Na,CO, wurden in 400 ccm Wasser in 
MeBkolben gelist ; 4,5 g kristallisiertes Kupfersulfat (in 100 com Wasser 
gelést) wurden zugesetzt. Borsiure wurde in heiber 5n NaOH gelost, 
mit Wasser auf etwa 150 ccm verdiinnt und den Kupferreagenzien 
heigefiigt; nach Abkiihlung wurde mit Wasser bis 1000 cem verdiinnt 
Die Reagenzien wurden dann 4 Wochen bei einer Temperatur von 
40 bis 50° C erhalten. Tabelle III zeigt, daB die Reagenzien von 45 bis 
0 g Borsiure und von 110 bis 140 cem 5n NaOH (carbonatfrei) pro 
1000 cem enthielten. Die Alkalitat dieser Reagenzien schwankte 
zwischen py etwa 10.4 und 105. 
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Eine andere Serie Reagenzien wurde auch hergestellt, wobei die 
Borsaure durch eine aquivalente Menge Borax ersetzt wurde. 69 bis 
9) g Borax und 52 bis 59ccm 5n Natriumhydroxyd wurden pro 
1000 com verwendet (der Gehalt an Weinsiure, Na,CO, und Kupfer- 
sulfat war derselbe wie in dem Reagens von Folin und Wu). Das py 
schwankte zwischen etwa 10,3 und 10,5. Da mit diesen Boraxreagenzien 
praktisch dieselben Resultate wie mit den Borséiurereagenzien erhalten 
wurden, scheint es unnétig, die ersteren naher zu besprechen. 


Tabelle III zeigt, daB auch die gréBte Menge Borsaure (oder Borax) 
die verwendet wurde, nicht geniigend war, um eine Oxydation gréBerer 
Zuckermengen (200 mg pro 1000 ccm) vollstandig zu verhindern. Bei 
den Reagenzien B, C und D wurden 0 bis 7 °,, der anwesenden Glykose 
oxydiert (bei einer Kochdauer von 6 bis 7 Minuten). Das Kupfer- 
reagens von Folin und Wu wurde bei der Herstellung des Vergleichs. 
standards verwendet. 

Tabelle III 
zeigt borséiurehaltige Kupferreagenzien, die Glykose nur in sehr geringem 
AusmaB oxydieren. Die Ziffern geben die Menge oxydierter Glykose in 
Milligramm pro 1000 cem an. 





Zusammensetzung der 


Reagenzien 
olen: | eee, | Ace ee, 
; , 2 2 ccm Glykose- 2 ce ‘ 
PH ason's ion a. 8 oung lésung 
Reagens Na ch. 4: hy “0 & 100 mg/1000 ccm 200 mg/1000 ccm 
approx. eCOg . --. g 
und 
H,;BO,; 5nNaQH* Oxydierte Glykose Oxydierte Glykose 
g com 
Folin-Wu 10,4 0 0 100 (= 100%) | 200 (— 100 %) 
Reagens A 10,5 45 110 Si 8%)i Bm 8%) 
i 10,4 52 120 7(= 7%)| 14(= 7%) 
» Ch 104 56 130 0 10(—= 5%) 
» Di 104 60 140 0 | 10(= 5%) 


* Die Ziffern geben die approximative Anzah! Kubikzentimeter carbonatfreier Lauge an. 
Die Vergleichsstandards wurden aus 2cem Glykoselésung (10 bis 

20 mg Glykose pro 1000 ccm) und 2 ccm des Folin-Wu-Reagens hergestellt. 
Die Kochdauer belief sich in allen Fallen auf 6 bis 7 Minuten. 


Uber die Bestimmung von Glykose in Lésungen, die auch Glykokoll, Krea- 
tinin usw. enthalten. 

Tabelle III zeigt, daB die Reagenzien A, B, C und D 45 bis 60g 
Borsaure pro 1000 ccm enthalten und Glykose nur in ganz geringem 
AusmaBs oxydieren. In bezug auf den Gehalt an Weinsaure, Kupfer- 
sulfat und Na,CQ,, sowie auf die Wasserstoffionenkonzentration sind 
sie mit dem Reagens von Folin und Wu identisch. 
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Eine Serie Lisungen, die 100 mg Glykose und steigende Mengen 
Glykokoll, 60 bis 8000 mg pro 1000 ccm enthielten, wurden hergestellt. 
Je 2 cem dieser Lésungen wurden dann mit je 2 cem der Boratreagenzien 
(; Minuten gekocht und die Reduktionswerte durch Ablesen gegen 
Folin- Wu-Glykosestandards bestimmt. Tabelle IV zeigt die Resultate 
Die Ziffern in Kolonne 1, die in Klammern stehen, reprisentieren die 
abgelesenen Reduktionswerte des Boratreagens, ausgedriickt als Milli- 
gramm pro 1000cem. Die uneingeklammerten Ziffern sind durch 
Subtraktion der kleinen Reduktionen, die auf Glykose zuriickzufiihren 
sind (0 bis 7°,, der vorhandenen Glykosemenge entsprechend), von den 
totalen Reduktionen erhalten worden; diese Ziffern reprisentieren also 
diejenigen Reduktionen, die auf das vorhandene Glykokoll zuriick- 
zufiihren sind, und werden im folgenden Text ,,korrigierte’’ Reduktions- 
werte der Boratreagenzien genannt. 


Tabelle 1V 


zeigt, wie die Boratreagenzien und das Folin-Wu-Reagens von Lésungen, 
die Glykokoll und Kreatinin nebst Glykose enthalten, reduziert werden. 
Die Reduktionswerte sind in Milligramm Glykose pro 1000 cem Lésung 
ausgedriickt. Die Ziffern (in Kolonne 1), die in Klammern stehen, reprii- 
sentieren die abgelesenen Reduktionswerte des Boratreagens. Die un- 
eingeklammerten Ziffern sind durch Subtrektion der kleinen Reduktion, 
die auf Glykose zuriickzufiiiren ist (0 bis 7°, der vorhandenen Glykos-- 
menge entsprechend), von der Totalreduktion erhalten worden und repra- 
sentieren also diejenige Reduktion, die auf das vorhandene Glykokoll oder 
Kreatinin zuriickzufiihren ist (,,.korrigierte** Reduktionswerte). 





1 2 3 4 

Die untersuchte Lésung enthielt pro 1000 ccm Reagens B- Reagens C Reagens D Folin- W 

(2 8 (6g (60 g md . 

H, BOs) H, BO,) H, BO,) cagens 
100 mg Glykose . ons 7 0 0 10 
200 , . ey ee ee ae 8 5 B « 200 
100 . z + 60mg Glykokoll (14), 7 6 6 107 
100 . + 500 . . (51), 44 41 140 
106, m +1000 , e (65), 5S 55 50 155 
100 . . + 4000 , ‘s (66), 59 BD 50 157 
inn. fs + 6000 . B (90), 838 72 67 172 
100 . " + 8900 , 7 (112), 105 100 - 196 
100 , ‘s + 500 , Kreatinin (119), 112 112 106 210 


Die obigen Ziffern sind die Mittelzahlen von vier bis fiinf Einzel- 
bestimmungen. 

Vor der Ausfiihrung der Folin-Wu-Bestimmung wurden die glykokoll- 
haltigen Lésungen durch Zusatz von Natriumhydroxyd auf ein pq von 10,3 
gebracht. Die Standardlésungen wurden mit Hilfe des Folin-Wu-Reagens 
und entsprechender Glykoselésungen hergestellt. Die Kochdauer beliet 
sich in allen Fallen auf 6 Minuten. 
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Auch die Folin- Wu-Reduktion wurde in diesen Lésungen bestimm: 
(Kochdauer 6 Minuten). Bevor aber dies gemacht wurde, wurden di: 
Lésungen (von Glykokoll und Glykose) durch Zufiigen von Natrium 
hydroxyd auf ein py von 10,3 gebracht (vgl. unten und die vorher 
gehende Arbeit). 

Wir sehen, daB bei jeder Glykokoll-Glykoselésung die Differen, 
zwischen der Folin-Wu-Reduktion und der _ ,,korrigierten‘* Reduktio: 
der Boratreagenzien immer nahezu 100 betragt und demnach die ganz: 
vorhandene Glykosemenge reprisentiert. Diese Differenzen sind in 
jedem Falle berechnet und in Tabelle V verzeichnet worden. Es ist 
offensichtlich, daB es durch Ermittlung dieser Differenz mdéglich ist 
den Glykosegehalt von Lésungen, die 0 bis 8000 mg Glykokoll und 
etwa 100 mg Glykose pro 1000 ccm enthalten, annahernd zu bestimmen 
Fiir diesen Zweck eignet sich das Reagens C am besten; dieses wird 
nimlich von Glykose so schwach reduziert, daB eine Korrektion der 
Reduktionswerte fiir den vorhandenen Zucker nicht notwendig ist 
mit Ausnahme des Falles, in dem die Glykosekonzentration annahernd 
200 mg pro 1000 cem betragt. Dieses Reagens enthalt 56 g Borséure 
(oder 85 g Borax) pro 1000 ccm. 


Tabelle V 


zeigt die Differenz zwischen den Reduktionswerten des Folin- Wu-Reagens 

und den (,,korrigierten“‘) Reduktionswerten der Boratreagenzien in den 

Versuch, s. Tabelle lV. Die Werte sind in Milligramm Glykose pro 1000 cen 

ausgedriickt. Die Ziffern in den Kolonnen 2, 4 und 6 geben die prozentualk 

Abweichung der Differenzen von dem wahren Glykosegehalt (100 mg pro 
1000 cem) der untersuchten, glykokollhaltigen Lésung an. 





1 2 3 4 5 6 
: ) 
Die entesunchte Lécune Reagens B Reagens C Reagens I 
enthielt pro 1000 ccm Ab. Ab. Ab. 
Differenz weichung | Differenz weichung Differenz weichung 
L %o . u ® U 
” ily rs 

100 mg Glykose 100 0 101 +1 101 +1 


| 
+60 , Glykokoll | 


100 , Glykose . 
+500 7 Glykokoll = i-6¢ - 1 


100 , Glykose ti Fs . 
+1000” Glykoko {| % 8 = 100 0 105 +5 
100 , Glykose | . = 7 di " 
+4000 7 Glykokol | % 2 102 +2 107 +7 
100 , Glykose i Be 
+6000 > Glykokot | 11 100 0 105 +5 
100 , Glykose | 91 = 96 . 
J 


+ 8000 , Glykokoll 


ee | 
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Glykose kann auch in einer Lésung, die bis zu 500 mg Kreatinin 
pro 1000 cem enthalt, bestimmt werden. Eine Lésung, die 100 mg 
Glykose und 500 mg Kreatinin pro 1000 ccm enthielt, reduzierte das 
Folin- Wu-Reagens in demselben AusmaB wie eine Lésung, die 210 mg 
Glykose pro 1000cem aber kein Kreatinin enthielt (s. Tabelle IV) 
Die .,.korrigierten’’ Reduktionswerte der Boratreagenzien entsprachen 
alle etwa 110mg Glykose pro 1000 cem. Die Differenz ist also 100, 
ein Wert, der mit der vorhandenen Glykosemenge tibereinstimmt. 


Das Reagens C ist also eine alkalische Kupferlisung, die von 
Aminosauren (Glykokoll), Kreatinin usw. in demselben AusmaB reduziert 
wird, wie das Folin- Wu-Reagens, jedoch aber fast gar nicht von Glykose. 
Die Konzentration der Borsiure mu wenigstens etwa 400- bis 500 mal 
gréBer sein als die der Glykose, damit bei pg 10,4 und einer Kochdauer 
von 6 bis 7 Minuten keine merkliche Glykoseoxydation cintreten soll. 
Der Glykosegehalt einer Lésung, die auber 0 bis 200 mg dieses Zuckers 
auch noch bis 8000 mg Glykokoll oder bis 500mg Kreatinin pro 
1000 cem enthalt, kann durch Bestimmung der Folin-Wu- und der 
Boratreduktion mit einer Genauigkeit von —- 8°., festgestellt werden. 


Bei der Herstellung dieses borséurehaltigen Reagens ist es am besten, 


die Menge 5n NaOH — die zugesetzt werden soll, damit praktisch dieselbe 
Wasserstoffionenkonzentration wie in dem Folin-Wu-Reagens erhalten 
wird — nicht durch py-Bestimmungen, sondern durch Kochversuche 


mit Glykokollésungen zu erforschen. Diejenige Menge 5n NaOH, die dem 
borséurehaltigen Reagens die Fahigkeit verleiht, Glykokoll in der gleichen 
Weise wie das Folin-Wu-Reagens zu oxydieren, ist die richtige. Die in den 
Tabellen T und III angegebenen Mengen 5n NaOH sind absichtlich nur 
approximativ. Als eine allgemeine Methode, den Glykosegehalt in 
Lésungen, die EiweiBabbauprodukte enthalten, zu bestimmen, lABt sich 
dieses Verfahren in der jetzigen Form nicht empfehlen. 

In allen obigen Versuchen wurden die Boratreagenzien erst ver- 
wendet, nachdem sie mindestens 4 Wochen bei einer Temperatur von 
40 bis 50°C gehalten worden waren. In den ersten 3 Wochen nach 
ihrer Herstellung spielt sich bei der genannten Temperatur ein lang- 
samer ProzeB! in den Reagenzien ab. Wahrend der ersten 2 Wochen 
nimmt die Oxydationsfahigkeit hinsichtlich auf Glykokoll langsam zu; 
nach dieser Zeit reduziert das Glykokoll das Reagens in einem kon- 
stanten Grade und in genau demselben Ausma wie das Folin-Wu- 
teagens. Die Oxydationsfahigkeit gegeniiber Glykose steigt langsam 
in den ersten 2 Wochen, nimmt dann ab, um nach 3 bis 4 Wochen auf 
einem sehr niedrigen, konstanten Niveau stehenzubleiben. 

Das Folin-Wu-Reagens und das Boratreagens C werden nur in dem 
Falle in genau demselben Ausma®S von Lésungen von Glykokoll, Krea- 


' Wahrscheinlich zwischen Kupfer und Borsiure. 
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tinin usw. redluziert, wenn die Kochdauer und Wasserstoffionenkonzentrat i: 

bei der Reaktion in der Zuckereprouvette in beiden Fallen die gleic} 

sind. Das Boratreagens ist wegen des hohen Borséuregehalts auBerst star! 
gepuffert, und das pq der Reaktionsfliissigkeit in der Zuckereprouvett. 
wird nur von dem Reagens bestimmt, unabhaingig von der Wasserstof! 
ionenkonzentration und Pufferkapazitét der zu untersuchenden amin: 

siurehaltigen Lésung. Das Folin-Wu-Reagens ist dagegen verhaltnismal i, 
schwach gepuffert, und es ist deshalb méglich, daB Aminoséuren ode; 
andere Puffersubstanzen (in der zu untersuchenden Lésung) die Wasse: 
stoffionenkonzentration in der Reaktionsfliissigkeit beeinflussen kénnen : 
dies kann dann zur Folge haben, da das Folin-Wu-Reagens in einer 
ganz anderen Ausmal reduziert wird, als bei pq 10,4 der Fall gewesen wir 
(vgl. die vorhergehende Arbeit). Vor der Folin-Wu-Bestimmung ist es 
also notwendig, die zu untersuchende Lésung durch Zusatz von Natroy 

lauge auf das py des Folin-Wu-Reagens (10,4) zu bringen. Dies kann 
sehr leicht nach der Beschreibung in der vorhergehenden Arbeit ausgefiilirt 
werden. 

Fiir die Bestimmung von Reduktionswerten, die einer Glykos 
konzentration von 10mg pro 100 ccm oder weniger entsprechen, soll ein 
Standard aus 2 ccm einer Glykoselésung hergestellt werden, die eine Kon 
zentration von 10 oder 12mg pro 1000 cem besitzt. Die Standardldésung 
wird auf 35 auf der Kolorimeterskala eingestellt. Fiir hGhere Konzentrationen 
reduzierender Substanzen verwende man Standards aus Glykoselésunge: 
hergestellt, die eine Konzentration von 25, 50, 100 und 200 mg pro 1000 cen 
besitzen (die Standards werden auf 35 bzw. 30, 20 und 10 auf der Kolori- 
meterskala eingestellt). Die unbekannte Lésung soll gegen zwei Standaris 
von denen «ie eine etwas starker und die andere etwas schwacher als dix 
Unbekannte ist, gelesen werden; durch Interpolation erhalt man aus den 
beiden abgelesenen Werte die wahre Konzentration. Die Kochdauer sol! 
nie 6 bis 7 Minuten tiberschreiten, da sonst — wenn groje Mengen Amino- 
siuren vorhanden — eine griinlich-gelbe Farbe statt einer rein blauen 
beim Zusetzen der Molybdanséure zu der borathaltigen Reaktionsfliissiy 
keit entstehen kann. 


Nachdem die eben besprochenen Untersuchungen ausgefiihrt 
worden waren, haben Levy und Doisy interessante Versuche tiber den 
EinfluB von Borsiure auf die Oxydation von Glykose und andere 
Zucker publiziert (15). Diese Verfasser fanden, da Borsaure die Oxy 
dation von Glykose, Galaktose, Fructose, Maltose und Lactose nach 
der Methode von Fehling herabsetzt. Die carbonathaltigen Kupfer 
reagenzien von Shaffer und Hartmann, Benedict und von Folin und 
Mc Ellroy oxydierten die genannten Zucker in Anwesenheit von Bor 
siure nur mit reduzierter Geschwindigkeit'. Bei Verwendung eines 


1 Die Oxydation von Glykose bei Verwendung des Sha/fer-Hartmann 
Reagens wurde bei einem py von etwa 9,9 ausgefiihrt. In Anwesenheit 
von verhaltnismaBig sehr groBen Mengen Borsiure war dann nac! 
15 Minuten langem Kochen eine starke Verminderung in der Kupferreduktio: 
zu bemerken. Je linger die Kochdauer ausgedehnt wurde, desto mel 
Kupfer wurde reduziert; bis zu einer gewissen Grenze (1. ¢., 8. 742). 
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sauren Kupferreagens (Barfoed; Kupferacetat und Essigséure) wurde 
keine Einwirkung der Borséure auf die Oxydation von Glykose beob- 
whtet. Borsiure vermindert die Oxydationsgeschwindigkeit von 
Glykose, Galaktose, Arabinose und Maltose mittels alkalischer Jod- 
losungen (aber nicht von Lactose). 


Diskussion. 

In der vorhergehenden Arbeit ist gezeigt worden, daB Glykokoll 
die Oxydation von Glykose durch alkalische Kupferlisungen stark 
hindern kann. Eine ahnliche oxydationshemmende Wirkung kann 
auch mit Borsiure bzw. Borat, wie in dieser Arbeit dargelegt worden 
ist, erzielt werden. 

Da ein borathaltiges Folin- Wu-Reagens Aminosauren, Kreatinin usw. 
(aber nicht Glykose) in demselben Ausma8 wie ein gewéhnliches (nicht 
borathaltiges) Folin-Wu-Reagens oxydiert — vorausgesetzt, daB die 
Konzentration der Wasserstoffionen bei den beiden Oxydations- 
prozessen praktisch dieselbe ist —, so scheint es, daB die hemmende 
Wirkung der Borsiure auf die Glykoseoxydation auf eine direkte 
Wirkung der Saure auf die Glykose zuriickzufiihren ist, aber nicht auf 
irgend eine Einwirkung der Borsiure auf den Kupferkomplex. Es bildet 
sich vielleicht ein Kondensationsprodukt von Borsiure mit Glykose 
(oder deren Umwandlungsformen), welches Kupferoxydul nur langsam 
oder gar nicht aus Kupferlésungen ausreduziert. 

In der vorhergehenden Arbeit sind wir zu ahnlichen Schliissen 
iiber die Wirkung des Glykokolls, wie hier iiber die der Borsiure, auf 
die Oxydation der Glykose gelangt. Es ist méglich, daB die Hemmung 
der Oxydation von Glykose durch Borsiure und durch Glykokoll auf 
demselben Prinzip beruhen, nimlich auf der Blockierung der Aldehyd- 
gruppe der Glykose. Im Falle der Borsiure scheint es aus den Literatur 
daten sehr wahrscheinlich, daB sich bei der Bildung einer Verbindung 
zwischen dieser Saiure und Glykose die Aldehydgruppe der letzteren 
beteiligt. Im Falle des Glykokolls diirfte eine Reaktion vom Typus 
der Schiffschen Reaktion die Blockade verursachen; vgl. Euler und 
Brunius (18). Die entstandene Verbindung zwischen Glykose und 
Borsiure oder Glykokoll, die kein Vermégen besitzt, Kupferoxydul 
auszureduzieren, hindert die weitere Zerstérung der Glykose durch 
alkalische Kupferlésungen oder leitet sie in solehen Bahnen, dab dabei 
keine oder nur eine sehr schwache reduzierende Wirkung entsteht 
Nach Amick (19) und Fischler (20) wird die Aldehydgruppe der Glykose 
bei der Oxydation mit alkalischen Kupferlésungen nicht sofort zu 
Carboxyl oxydiert: Das Zuckermolekiil spaltet sich primar unter dem 
Kinflu8 von Hydroxylionen in drei Kohlenstoffketten, die ihrerseits 
Trager der Reduktionswirkung sind. 
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Wie schon 6fters bemerkt wurde, so reprisentierten alle obe: 
angegebenen py-Werte nur annahernd die Verhaltnisse in den Reaktions- 
gemischen (Reagens +- Zuckerlésung) vor der Erhitzung. Die R« 
duktionsprozesse selbst verlaufen bei etwas verschiedenen pg-Werten 
siehe Naheres hieriiber in der vorhergehenden Arbeit. 

Mit der verwendeten Methodik kénnen keine Daten iiber die Ve: 
bindung zwischen Glykose und Borsiure bei pq-Werten, die etwas 
niedriger als 9,1 sind, erhalten werden. Bei so schwach alkalische: 
Reaktion oxydieren naimlich alkalische Kupferlésungen Glykose nw 
in so geringem AusmaB, dab die Methodik nicht verwendbar ist. 


Zusammenfassung. 


1. Borsiure hindert die Oxydation von Glykose durch alkalische 
Kupferlésungen (vom Typus der Folin-Wu und Folin-Reagenzien) 
Das py-Gebiet etwa 9,1 bis etwa 10,5 wurde insbesondere untersucht 


2. Die oxydationshemmende Wirkung der Borsiure ist desto 
gréBer, je kleiner das pg in dem erwahnten Gebiet ist (bei konstanter 
Kochdauer und konstanter Konzentration von Glykose und Borsaure). 

3. Ist das Verhiltnis Borsaiure: Glykose sehr groB, wenigstens 
400 bis 500, so wird Glykose in dem erwahnten py-Gebiet gar nicht 
oxydiert (Kochdauer 6 bis 7 Minuten). 

4. Erhéhung der Kochdauer wirkt der Hemmung entgegen. 


5. Borathaltige Kupferreagenzien (vom Folin -Wu-Typus) oxydieren 
Aminosauren, Kreatinin usw. in demselben Ausmaf wie gewéhnliche 
nicht borathaltige Reagenzien von praktisch demselben pg und dem 


selben Carbonatgehalt. 


6. Ein borathaltiges Kupferreagens kann hergestellt werden, das 
praktisch dieselbe Wasserstoffionenkonzentration wie das Reagens von 
Folin und Wu hat und das von kleinen Glykosemengen fast gar nicht 
dagegen aber von Aminosiuren (Glykokoll), Kreatinin usw. in dem 
selben Ausmaf wie das Folin-Wu-Reagens reduziert wird. Dieses 
Reagens enthalt 56g Borsaiure oder 85g Borax pro 1000 ccm. 


Werden Lésungen, die Glykokoll (bis zu 8000 mg pro 1000 ccm) 
oder Kreatinin (bis zu 500mg pro 1000 ccm) und Glykose (bis 
zu 200mg pro 1000ccm) enthalten, mit dem Reagens von Folin 
und Wu und mit dem obigen Boratreagens oxydiert, so reprasentiert 
der Unterschied der erhaltenen Werte die Konzentration der an- 
wesenden Glykose. 


7. Die oben angegebenen py-Werte sind nur approximativ und 
reprisentieren nur die Wasserstoffionenkonzentration der Reaktions 
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gemische vor der Erhitzung. Die Reduktionsprozesse selbst verlaufen 
bei etwas verschiedenen pyg-Werten. 
8. Vgl. die Zusammenfassung der vorhergehenden Arbeit. 


Herrn Professor Otto Folin spreche ich meinen besten Dank fiir die 
wertvollen Ratschlige aus, die er mir bei der Ausfiihrung dieser Arbeit 
erteilt hat. 
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1. Die Gdrung als notwendige Bedingung des Zellwachstums. 


Die erste Aufgabe einer kausalen Erforschung des Zellwachstum- 
bildet die Ermittlung seiner notwendigen und hinreichenden Be 
dingungen. Ein solches Vorgehen wird beginnen mit der Feststellung 
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komplexer Faktoren und diese im Wege fortschreitender Analyse auf 
immer einfachere Bedingungen zuriickfiihren?!. 


Die Untersuchungen der letzten Jahre, vor allem die Arbeiten 
W arburgs und seiner Mitarbeiter?, haben nun ergeben, da das Wachs 
tum von Warmbliiterzellen in enger Beziehung steht zu einer energie- 
liefernden Reaktion, der Vergirung des Traubenzuckers zu Milchsiure. 
Die Beziehung kommt darin zum Ausdruck, dab die Intensitaét der 
Girung, gemessen in vitro unter anaeroben Bedingungen, bei der Mehr- 
zahl der untersuchten Gewebe um so héher gefunden wird, je gréber 
die Wachstumsintensitat ihrer zelligen Elemente in vivo ist. 


Besonders klare Verhaltnisse zeigte die Untersuchung einiger normaler 
Gewebe (Leber, Niere, Herz, Chorion) in verschiedenen Stadien der fétalen 
und postfétalen Entwicklung’. Als allgemeines Ergebnis wurde festgestellt, 
daB das Garvermégen der betreffenden (intercellularsubstanzarmen) Gewebe 
mit fortschreitender Entwicklung, also mit sinkender Intensitaét des Zell- 
wachstums, geringer wird und kontinuierlich einem Grenzwert zustrebt. 
Auch das Garvermégen der stationiren Gewebe steht zur Wachstums- 
intensitaét ihrer zelligen Elemente in einem entsprechenden Verhaltnis, da 
Gewebe mit lebhafter Zellregeneration, wie Intestinalschleimhaut, lym- 
phoides Gewebe, Keimepithel, gewéhnlich starker giren als solche Gewebe, 
die sich vorwiegend aus schwach wachsenden Zellen zusammensetzen, 
wie z. B. die epithelialen Driisen. Eine Sonderstellung nehmen zuniichst 
die nervésen Gewébe ein, sowohl im ausgewachsenen Zustande (graue 
Hirnsubstanz, Netzhaut) als im Zustande der Entwicklung (Netzhaut). 
Ferner bilden die weiBen Blutkérperchen (und Blutplattchen) als nicht 
wachsende, aber betriichtlich gairende Zellen eine Ausnahme. Was endlich 
das Garvermégen ungeordnet wachsender Tumorzellen anbetrifft, so ent- 
spricht dasselbe in seiner GréBenordnung bekanntlich dem Garvermégen 
junger embryonaler Zellen. 


Man kann also zum mindesten die Regel aufstellen, da8 Warmbliiter- 
zellen um so stiirker giren, je schneller sie wachsen. Dem steht die Tatsache 
gegeniiber, daB der andere energieliefernde Zellvorgang, die Atmung, im 
allgemeinen keine Beziehung zum Wachstumszustand des Gewebes er- 


1 Diese ,,Wachstumsbedingungen*: haben nichts mit den allgemeinen 
Lebensbedingungen zu tun. Zwar stellen die letzteren auch Wachstums- 
bedingungen im weiteren Sinne dar, da das Leben eine Voraus. 
setzung des Wachstums ist. Da es aber lebende Zellen gibt, welche 
nicht wachsen, miissen noch spezielle Bedingungen gegeben sein, damit 
eine Zelle nicht nur lebt, sondern auch wiichst. Diese Bedingungen 
sind hier gemeint. 

2 Arbeiten bis 1926 in: O. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. 
Berlin, J. Springer, 1926. Von spateren Arbeiten, die hier in Frage kommen, 
sind in dieser Zeitschrift erschienen: Wind, 179, 384, 1926 (in obiger Zu- 
sammenstellung nicht enthalten); Fleischmann und Kubowitz, 181, 395, 
1927; Krebs, 189, 57, 1927; Tamiya, 189, 114, 175, 1927; Warburg und 
Kubowitz, 189, 242, 1927; Endres und Kubowitz, 191, 395, 1927. 

* Val. auch Rosenthal und Lasnitzki, diese Zeitschr. 196, 340, 1928. 
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kennen lat. Nach den bisherigen Untersuchungen zeigte unter den 
Geweben, welche der genannten Regel gehorchen, nur die Atmung des 
embryonalen Hiihnerherzens eine Abnahme mit fortschreitender Ent- 
wicklung, was mit der duBeren Arbeitsleistung des Herzens zusammen- 
hangen mag. Abgesehen hiervon, ergaben die Gewebe wahrend der Fétal- 
zeit keine gréBeren, sondern eher geringere Atmungswerte als im aus- 
gewachsenen Zustande, und ebensowenig zeigen die AtmungsgréBen der 
ausgewachsenen Gewebe untereinander irgend eine Beziehung zur Wachs 
tumsintensitaét ihrer zelligen Elemente. SchlieBlich denke man an das 
geringe Atmungsvermégen des Tumorgewebes. 


Den direkten Beweis jedoch, daB der WachstumsprozeB als solche: 
mit der Atmung in keinem Zusammenhang steht, wohl aber an dic 
Gegenwart von Glucose gekniipft ist, hat Wind' durch seine Unter 
suchungen an Gewebsexplantaten erbracht, indem er zeigte, daB bei 
vollstandiger Abwesenheit von Sauerstoff und Anwesenheit von Glucose 
im Kulturmedium Wachstum durchaus méglich ist, wihrend es selbst 
bei betriichtlichem Sauerstoffgehalt, aber stark herabgesetztem Glucose 
gehalt entweder gar nicht oder nur in schwachen Ansitzen zustande- 
kommt. Wir werden somit von der bloBen Feststellung einer Koinzidenz 
von Wachstums- und Garintensitaét zu einer kausalen Verkniipfung 
gefiihrt, derart, daB wir in der Vergirung des Traubenzuckers zu 
Milchsiure eine notwendige Bedingung des Zellwachstums — zum 
mindensten bei Warmbliiterzellen’ — erblicken?. Diese Auffassung 
erhalt einen physikalischen Sinn, wenn wir die Annahme machen, da 
der Vorgang des Wachstums mit einer Arbeitsleistung verkniipft ist 
und daB der GirungsprozeB die hierzu notwendige Energie liefert* 
Allerdings miissen wir dabei noch eine wichtige Voraussetzung machen, 
welche das Verhalten der Garung unter aeroben Bedingungen, also 
auch in vivo, betrifft. Bekanntlich ist die Milchsiurebildung unter 
aeroben Bedingungen je nach GréBe und Wirksamkeit der Atmung 
eingeschrankt oder véllig aufgehoben. Sollte nun diese Erscheinung 


1 1c. 8S. 121. 

2 Eine hinreichende Bedingung des Zellwachstums ist die Garung 
natiirlich nicht; das beweist schon die Existenz von Zellen, welche zwar 
gairen, aber nicht wachsen. 

3 Da die Befunde von Wind erkennen lassen, daB die Vergaérung des 
Traubenzuckers (oder zum mindesten die eines nicht-zelleigenen Kohle- 
hydrats) als Energiequelle fiir den WachstumsprozeB unentbehrlich ist, 
fallt der Umstand wenig ins Gewicht, daB die mitgeteilten Ergebnisse der 
Stoffwechselversuche sich, streng genommen, nicht auf die Vergaérung 
des Traubenzuckers allein, sondern auf die Gesamtgérung im trauben- 
zuckerhaltigen Medium beziehen. Ohnehin bleibt im Stoffwechselversuch 
die fiir die Gesamtgiérung erkannte Regel dem Sinne nach bestehen, wenn 
man die (bei den meisten Geweben vorwiegende) Traubenzuckergérung 
allein in Rechnung stellt (vgl. Rosenthal und Lasnitzki, |. c., 8. 121.) 
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darauf beruhen, da der Spaltungsvorgang als solcher durch die Atmung 
gehemmt wird, so ware es zweifelhaft, ob wir unsere Vorstellungen, 
denen das Verhalten der Gewebe unter anaeroben Bedingungen zu- 
grunde liegt, selbst im Prinzip fiir die Verhiltnisse in vivo aufrecht- 
erhalten kénnen. Die Hemmung der Milchsiurebildung unter aeroben 
Bedingungen kann aber auch, wie dies Warburg von vornherein getan 
hat, im Sinne der von Me yerhof fiir die Glykogenvergirung des Muskels 
aufgestellten Theorie erklirt werden. Danach wiirde der Trauben- 
zucker in einer ersten Phase wie unter anaeroben Bedingungen ge- 
spalten werden und die gebildete Milchséure unmittelbar darauf in 
einer zweiten (aeroben) Phase durch oxydative Synthese ganz oder 
teilweise wieder verschwinden. Trifft diese Annahme zu, so ist die in 
der Spaltungsphase frei werdende Energiemenge von gleicher GréBe 
wie bei der Garung unter anaeroben Bedingungen. 


Die Garung als energieliefernde Reaktion des Zellwachstums ist 
eine Bedingung komplexer Art, kann aber als Ausgangspunkt fiir die 
ErschlieBung einfacherer Wachstumsfaktoren angesehen werden. Dem- 
zufolge miissen wir fragen, welches die notwendigen und hinreichenden 
Bedingungen sind, die diesen ZellprozeB qualitativ erméglichen und 
quantitativ seine Intensitaét bestimmen. Es diirften dabei neben den 
spezifischen Fermenten noch eine ganze Reihe unspezifischer Faktoren 
in Frage kommen. Um sogleich bestimmte Anhaltspunkte fiir Unter- 
suchungen nach dieser Richtung zu gewinnen, ware es zweckmabig. 
wenn noch von einer anderen Seite her Erfahrungen bestehen wiirden, 
die auf die Beziehung gewisser Faktoren zum Zellwachstum hinweisen 
Befunde solcher Art liegen nun in der Tat fiir eine Gruppe besonders 
einfacher Faktoren vor. Mit diesen Ergebnissen wollen wir uns im 
folgenden Abschnitt beschaftigen. 


2. Die Beziehung der Leichtmetalle zum Zellwachstum. 


Die Tatsachen, welche hier erértert werden sollen, sind die Resultate 
einer Reihe von Untersuchungen iiber die Beziehung der physiologisch 
wichtigen Leichtmetalle zu den Wachstumsprozessen bei héheren Tieren. 
Die Befunde gliedern sich in zwei Gruppen, je nachdem sie das Ergebnis 
von Aschenanalysen darstellen oder aus Versuchen hervorgingen, in 
denen eine experimentelle Beeinflussung des Zellwachstums erstrebt 


wurde. 


Von den Aschenanalysen, deren Resultate wir zunadchst betrachten, 
wurde die Mehrzahl der Untersuchungen am Tumorgewebe angestellt. 
Als einer der ersten fand Beebe', da®B schnell wachsende menschliche Ge- 


1 Beebe, Amer. journ. of physiol. 12, 167, 1905. 
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schwiulste sich von langsam wachsenden und degenerierten Tumoren dureh 
ihren héheren Kalium- und Natriumgehalt unterscheiden, wahrend der 
Calciumgehalt bei letzteren gréBer als bei ersteren ist. Eine Bestatigung 
erfuhren diese Befunde alsbald durch die Untersuchungen von Clowes 
und Frisbie' an Impftumoren der Maus (Adenocarcinom Jensen). Danach 
zeigen schnell entwickelte Tumoren einen Kaliumgehalt bis zu 0,2°% des 
Frischgewichts und enthalten praktisch kein Calcium, wahrend langsam 
gewachsene Tumoren (mit relativ hohem Bindegewebsgehalt und nekroti- 
schen Partien) im allgemeinen iiber 0,1°% Calcium und kein Kalium auf- 
weisen. Bei Tumoren gleicher GréBe sinkt der Quotient K/Ca mit zu 
nehmendem Alter von etwa 5,8 auf 0. Die Autoren schlieBen aus ihren 
Befunden, da Kalium zum aktiven Wachstum der Tumorzelle nétig ist, 
wahrend die Anreicherung von Calcium mehr eine Folgeerscheinung zu 
nehmender regressiver Verinderungen darstellt. Auch den Natriumgeha!t 
fanden Clowes und Frisbie bei schnell wachsenden Tumoren im allgemeinen 
gréBer als bei langsam wachsenden, und — in Ubereinstimmung mit Beebe 

geben sie an, dais Magnesium in kaum bestimmbaren Mengen vorliegt 
Spater verglich Robin® die Zusammensetzung der normalen und carcinoma. 
tésen menschlichen Leber und fand im Trockenriickstand der letzteren, 
sowohl in stark ergriffenen als in unverandert erscheinenden Partien, 
einen erhéhten Kalium- und Natriumgehalt und einen verminderten Calcium. 
gehalt. Der Magnesiumgehalt war auffallenderweise gesteigert. Diese 
Veranderungen konnten jedoch nicht als spezifisch fiir die carcinomatdése 
Leber erkannt werden. Auch bei Lungentuberkulose war in einem Teile 
der untersuchten Falle der Kalium- und Natriumgehalt der Leber erhéht 
und der Calciumgehalt herabgesetzt; der Magnesiumgehalt war auch hier 
gesteigert. Weitere Aschenanalysen an menschlichem Geschwulstmaterial 
verdanken wir Waterman*. Teilt man die von ihm untersuchten Tumoren 
in zwei Gruppen, deren erste die bésartigen Geschwiilste mit schnellerm 
Wachstum und deren zweite die langsam wachsenden und nekrotisierenden 
Tumoren der gleichen Art sowie die gutartigen Geschwiilste enthalt, so 
ergibt sich folgendes: Die Tumoren der ersten Gruppe zeigen im Mittel 
einen Kaliumgehalt von fast 1,0% und einen Calciumgehalt von etwa 
0,1°% des Trockengewichts, wihrend der Gehalt an Natrium etwa ebenso 
groB wie der Kaliumgehalt ist. Bei den Tumoren der zweiten Gruppe ist 
der Kaliumgehalt durchschnittlich um mehr als die Hialfte verringert, 
der Natrium- und Calciumgehalt dagegen nicht wesentlich verandert. 
Ahnliche Beziehungen fand Waterman bei Roustumoren. Sodann stellte 
Wolj* fest, daB der Quotient K/Ca bei schnell wachsenden Spontantumoren 
der Maus etwa 15 bis 20 betrigt, gegeniiber 5 bis 10 bei langsamem Wachs- 
tum und etwa 5 bei normaler Leber. Neuerdings haben Roffo® sowie Rojo 
und Laserre® die gleichen Untersuchungen auchan Implantationstumoren der 


' Clowes und Frisbie, Amer. journ. of physiol. 14, 173, 1905. 

2 Robin, Zentralbl. f. d. ges. Physiol. u. Pathol. d. Stoffwechsels (N. F.) 
6, 577, 1911; Bull. gén. de therap. 165, 195, 1913. 

3 Waterman, Arch. néerland. de physiol. de ’homme et des anim. 5, 
305, 1921; diese Zeitschr. 188, 535, 1922. 

4 Wolf, C. r. hebdom. des séances de l’acad. des sciences 176, 1932, 1923. 

5 Roffo, Bol. del inst. de med. exper. 1, 493, 1925. 

® Roffo und Laserre, ebendaselbst 2, 221, 1926. 
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Ratte angestellt und gefunden, daB der Tumor in gleichen Gewichtsteilen 
meist doppelt soviel Kalium enthalt als der zugehérige Wirtsorganismus. 
Wenig abweichend ist dagegen der Calciumgehalt. Der Quotient K/Ca 
ist in der Periode des stairksten Tumorwachstums erhéht, und zwar durch 
Vermehrung des Kaliums. Erwahnt sei auch in diesem Zusammenhang 
der Befund von Loeper und seinen Mitarbeitern?!, daB der hemmende EinfluB, 
den die Kastration auf die Entwicklung implantierter Mausetumoren 
ausiibt, mit einer Kaliumverarmung der Tumoren einhergeht. 

Diese am Tumorgewebe gewonnenen Ergebnisse erhalten eine wertvolle 
Erginzung durch neuere Befunde, die das geordnete Wachstum betreffen. 
Nach Untersuchungen von Roffo® nimmt sowohl beim Hiihnerembryo als 
bei der jungen Ratte der Kaliumgehalt des Gesamtgewebes mit fort- 
schreitender Entwicklung, d. h. mit sinkender Intensitat des Zellwachstums, 
bestandig ab, wahrend der Calciumgehalt nur geringe Schwankungen 
aufweist. Die Analyse des unbefruchteten Hiihnereies ergab etwa 0,4% 
Kalium, bezogen auf Trockengewicht. Demgegeniiber betrug der Kalium- 
gehalt des Embryos nach neuntagiger Bebriitung 3,3°,, um im weiteren 
Verlauf der Entwicklung abzusinken und bei jungen Hiihnchen den Wert 
von 0,6°, zu erreichen. Die Entwicklung der Ratte zeigte ahnliche Ver- 
haltnisse. Erwaihnenswert sind ferner in diesem Zusammenhang, obgleich 
es sich nicht um Warmbliiter handelt, die Untersuchungen von Keiser® 
iiber die quantitativen Veranderungen der Aschenbestandteile beim Kaul- 
quappenwachstum. Keiser fand, da®B zwischen dem 15. und 28. Tage nach 
dem Ausschliipfen der Kaliumgehalt der Larven betrachtlich zunimmt. 
Driickt man die von ihm angegebenen Zahlenwerte in Prozenten des Trocken- 
gewichts aus, so ergibt sich ein Anstieg von 2,2 auf 3,8°,. In dem hierauf 
folgenden Entwicklungsabschnitt. nimmt der Kaliumgehalt kontinuierlich 
ab und betrigt am 71. Tage nach dem Ausschliipfen, also kurz vor der 
Metamorphose, nur noch etwa 2°,. Dagegen steigt der zu Anfang ziemlich 
niedrige Caleiumgehalt der Kaulquappen (am 15. Tage < 0,5°, des Trocken- 
gewichts) mit fortschreitender Entwicklung dauernd an. Die Zunahme ist 
etwa bis zum 46. Tage nach dem Ausschliipfen relativ gering ; in den folgenden 
14 Tagen ist sie aber stairker, um daraufhin wieder schwiacher zu werden. 
Der Natriumgehalt ist anfanglich gréBer als der Kaliumgehalt, sinkt aber 
dann erheblich ab und halt sich schlieBlich bis zum 71. Tage auf einiger- 
maBen konstanter Héhe. Calcium- und Natriumgehalt stehen zu dieser 
Zeit dem Kaliumgehalt nur wenig nach. Bemerkenswert ist nan, dali die 
Entwicklung der Kaulquappe in der Periode der Kaliumvermehrung, der 
Natriumabnahme und des geringen Calciumgehalts durch ein schnelleres 
Wachstum (auch hinsichtlich der absoluten Massenzunahme) gegeniiber 
der folgenden Periode gekennzeichnet ist, in welcher der Kaliumgehalt 
wieder abnimmt und der Calciumgehalt starker anzusteigen beginnt. 


Die Unsicherheit der am Gesamtorganismus erhobenen Befunde 
besteht vor allem darin, dab bier der EinfluB der Intercellularsubstanzen 
besonders stark zur Geltung kommt. Es ware daher sehr wichtig, 


' Loeper, Turpin und Zizine, C. r. des séances de la soc. de biol. 938, 
4, 1925. 


2 Roffo, l.c., 8S. 124. 


3 Keiser, Zeitschr. f. vergl. Physiol. 2, 453, 1925. 
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entsprechende Analysen auch an méglichst intercellularsubstanzarmen 
Einzelgeweben verschiedener Wachstumsintensitaét auszufiihren. Auch 
beim Tumorgewebe, besonders bei menschlichen Geschwiilsten, ist 
ein unmittelbarer Vergleich der Ergebnisse wegen der Verschiedenheit 
im Zellgehalt nicht immer méglich. Trotzdem diirfte der regelmabig 
wiederkehrende Befund, daB eine gréBere Intensitat des Zellwachstums 
mit Kaliumanreicherung, eine geringere mit Kaliumverarmung des 
Gewebes einhergeht, den SchluB zulassen, daB der Kaliumgehalt 
wachsender Zellen im allgemeinen um so gréBer ist, je schneller sie 
wachsen. Dagegen sind die vorliegenden Resultate nicht ausreichend 
und eindeutig genug, um zu entscheiden, ob eine Beziehung des Calcium., 
Magnesium- oder Natriumgehalts der Zellen zu ihrer Wachstums. 
intensitit besteht. 


Wir betrachten nunmehr die Ergebnisse der experimentellen Unter 
suchungen. Auch hier betrifft die Mehrzahl der vorliegenden Befunde das 
Tumorgewebe. Schon 1910 konnte Négre' zeigen, daB vermehrte Kalium- 
zufuhr in der Nahrung das Wachstum eines transplantablen Mausetumors 
beschleunigt und die Zahl der positiven Uberimpfungen vergréBert. Gold- 
zieher und Rosenthal? beobachteten, da das mittlere Gewicht von Im- 
plantationstumoren der Maus (Stamm Ehrlich und Bashford) durch sub- 
kutane oder perorale Zufuhr von Kaliumcitrat erhéht, durch gleichartige 
Zufuhr von Calciumlactat vermindert wurde. Von dhnlichen Versuchen 
berichteten spaiter Rohdenburg und Krehbiel’. Doch konnten sie keinen 
wachstumshemmenden EinfluB des Calciums feststellen, ebensowenig 
einen solchen des Natriums und Kaliums. Uber einen wachstumsférdernden 
EinfluB des letzteren machen sie keine Angaben. Demgegeniiber fand 
Hadndel* wiederum, da sich das Wachstum des implantierten Mause- 
earcinoms auf alimentéirem Wege, wenn auch in geringfiigigem Mabe, 
beeinflussen liBt. Teilweiser Ersatz einer zur organischen Nahrung hinzu- 
gefiigten Kochsalzmenge durch KCl fiihrte zu einer maBigen Erhéhung 
der Impfausbeute und der Wachstumsgeschwindigkeit der Tumoren. Eine 
gegenteilige Wirkung war angedeutet bei entsprechendem Ersatz von 
NaCl durch CaCl,. Die Metastasenbildung blieb in dem einen wie dem 
anderen Falle unbeeinfluBt. Ein anderes Verfahren wandte Cramer® an, 
um den Einflu8 des Calciums und Natriums auf Angehen und Wachstum 
eines transplantablen Mausetumors zu untersuchen. Das zu verimpfende 
Tumormaterial wurde fiir 1 bis 2 Stunden in m/7,5 Lésungen von NaC! 
und CaCl, suspendiert und nach Entfernung der Suspensionsfliissigkeit 
verimpft. Verglichen mit dem Resultat einer Kontrollimpfung, ergab das 
mit Ca Cl,-Lésung vorbehandelte Tumormaterial eine geringere Impfausbeute 
und eine (allerdings voriibergehende) Hemmung des Tumorwachstums, 
wihrend die Vorbehandlung mit NaCl-Lésung ohne wesentlichen Einflui 


Négre, C. r. des séances de la soc. de biol. 86, 746, 1922. 
Goldzieher und Rosenthal, Zeitschr. f. Krebsf. 18, 321, 1913. 
Rohdenburg und Krehbiel, Journ. of Cancer Res. 7, 417, 1923. 
Handel, Zeitschr. f. Krebsf. 21, 281, 1924. 

Cramer, Biochem. Journ. 12, 210, 1918. 
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war. In entsprechenden Versuchen fanden Troisier und Wolf}, dab die 
Latenzzeit fiir das Angehen eines Mausecarcinoms sich von etwa 10 auf 
t bis 7 Tage verkiirzen liBt, wenn das zum Uberimpfen benutzte Tumor- 
zewebe vorher in 0,7°,iger KCl-Lésung suspendiert wird. Demgegeniiber 
tiihrt die Vorbehandlung mit isotoner CaCl,-Lésung zu einer Verlangerung 
der Latenzzeit um 5 bis 10 Tage. Das spatere Wachstum der Tumoren 
wird durch keine der beiden MaBnahmen verandert. 


Was die Beeinflussung geordneter Wachstumsvorginge anbetrifft, so 
erwahnen wir zunachst die von Mendéléef/? gemachte Beobachtung, dal 
explantierte embryonale Meerschweinchenhaut in einem calciumreichen 
Plasma wesentlich starker wichst als in einem kaliumreichen. Die Erhéhung 
des Kalium- oder Calciumgehalts in dem von erwachsenen Tieren stammenden 
Plasma erfolgte durch intravenése Zufuhr von Kalium- oder Calcium- 
peptonat. Wie wir sehen, handelt es sich um ein Ergebnis, das den am 
Tumorgewebe erhobenen Befunden véllig entgegengesetzt ist, und es bleibt 
zu untersuchen, welche Umstande dieses abweichende Verhalten bedingen. 
Auf der anderen Seite hat Miller? durch Versuche am Gesamtorganismus 
einwandfrei gezeigt, dab auch geordnete Wachstumsprozesse durch Kalium 
geférdert werden, ja dab seine Bedeutung als wachstumssteigender Faktor 
hier besonders klar hervortritt. Miller ernihrte junge Ratten mit einer 
kiinstlich zusammengesetzten Nahrung, deren organischer Anteil durch 
geeignete Vorbehandlung so kaliumarm wie mdglich gemacht war, ohne 
den fiir normales Wachstum erforderlichen Vitamingehalt einzubiiBen. 
Enthielt die zur organischen Nahrung hinzugefiigte Salzmischung kein 
Kalium, so nahmen die Tiere nur etwa 1 mg K pro Tag auf. Diese Nahrung 
konnte haufig 8 Wochen hindurch gegeben werden, ohne daB wesentlich 
andere Stérungen beobachtet wurden als die, daB die Tiere im Wachs- 
tum v6llig zuriickblieben. Wurde nach dieser Zeit die Kaliumaufnahme 
durch Salzzugabe zur Nahrung erhéht, so begann die Mehrzahl der Tiere 
sofort zu wachsen. Es ergab sich, daB fiir normales Wachstum bei 
minnlichen Tieren etwa 15mg, bei weiblichen etwa 8mg K pro Tag 
erforderlich ist. Ausgewachsene Tiere benétigen dagegen nicht mehr als 
2mg. Uberschu8 von Natriwn in der Nahrung vermochte das Kalium 
in seiner wachstumférdernden Wirkung nicht zu ersetzen. Andererseits 
konnte das Natrium bei geniigendem Kaliumgehalt der Nahrung erheb- 
lich eingeschrinkt werden, ohne Wachstumsstérungen zu verursachen. 


Im ganzen lat sich tiber die Ergebnisse dieser experimentellen 
Untersuchungen etwa folgendes sagen: Der in der Mehrzah] der Versuche 
erhobene Befund, daf$ das Kalium einen férdernden Einflu8 auf das 
Zellwachstum ausiibt, steht in gutem Einklang mit der aus den Ergeb- 
nissen der Aschenanalysen gewonnenen Vorstellung, dafi der Kalium- 
gehalt wachsender Zellen mit steigender Wachstumsintensitét im 
allgemeinen zunimmt. Wir diirfen den SchluB ziehen, dab es kein 
zufalliges Zusammentreffen ist, wenn eine spontane Veranderung der 
Intensitaét des Zellwachstums mit einer bestimmten Anderung im 


1 Troisier und Wolj, C. r. des séances de la soc. de biol. 86, 651, 1922. 
2 Mendéléef{, ebendaselbst 90, 985, 1924. 
% Miller, Journ. of biol. Chem. 55, 61, 1923; 70, 587, 1926. 
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Kaliumgehalt der Zelle einhergeht, sondern da®B hier ein kausaler 
Zusammenhang besteht. Die von Miller angestellten Fiitterungs 
versuche legen sogar den Gedanken nahe, daB ohne Kalium tiberhaupt 
kein Zellwachstum zustandekommt. Ferner scheint unter bestimmten 
Versuchsbedingungen eine hemmende Beeinflussung des Zellwachstums 
durch Calcium méglich zu sein. Doch kénnen wir wegen der Unrege!- 
maBigkeit der analytischen Ergebnisse nichts dariiber aussagen, ol) 
die wachstumshemmende Eigenschaft des Calciums auch bei einer 
spontanen Verlangsamung des Zellwachstums eine Rolle spielt. Sollte 
das nicht der Fall sein, so besteht natiirlich kein Widerspruch zu den 
experimentellen Ergebnissen. Was endlich die Beziehung des Natriums 
zum Zellwachstum anbetrifft, so sprechen die wenigen experimentellen 
Resultate fiir die Auffassung, daB wir es mit einem indifferenten Faktor 
zu tun haben. Ein Gegensatz zu den analytischen Ergebnissen ist 
schon wegen ihrer Unvollstandigkeit nicht vorhanden. 


3. Fragestellung. 


Die Darlegungen des ersten Abschnittes fiihrten zu der Auffassung 
daB die Vergirung des Traubenzuckers zu Milchsiure eine notwendige 
Bedingung des Zellwachstums ist. Uberblickt man nun die Gesamtheit 
der im zweiten Abschnitt erérterten Tatsachen, so erscheint die Frage 
angebracht, ob das Girvermégen der Zelle in einer funktionellen Ab 
hangigkeit zu ihrem Gehalt an bestimmten Leichtmetallen steht bzw 
inwieweit eine durch diese Faktoren bedingte und experimentell nach 
weisbare Anderung der Intensitat des Zellwachstums auf eine Beein 
flussung der Girung zuriickgefiihrt werden kann. Wir haben versucht 
der Beantwortung dieser Frage durch eine Analyse der Wirkungen 
niiherzukommen, welche die betreffenden Leichtmetalle als Kationen 
auf die Intensitaét der Girung ausiiben. Als Paradigma eines stark 
wachsenden und giirenden Gewebes wahlten wir aus Zweckmibigkeits 
griinden das Twmorgewebe, ohne auf die besonderen Eigenschaften 
dieses Gewebes Riicksicht zu nehmen. Unsere Untersuchungen er 
streckten sich auf die physiologisch wichtigsten Leichtmetalle, un 
abhingig davon, in welchem Mae die vorliegenden Ergebnisse be 
rechtigen, eine Beziehung zum Zellwachstum anzunehmen. 


4. Das Tumormaterial. 


Wiihrend der ersten (langeren) Etappe unserer Versuche arbeiteten 
wir ausschlieBlich mit dem Flexner-Joblingschen Rattencarcinom, das 
durch subkutane Breiimpfung iiberpflanzt wurde und mit wechselnder 
im ganzen befriedigender Ausbeute anging. Spiater dehnten wir dic 
Untersuchungen auch auf das Jensensche Rattensarkom aus. Die 
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Transplantation erfolgte zu dieser Zeit bei beiden Tumorarten teils 
durch subkutane Breiimpfung, teils durch subkutane oder intra- 
peritoneale Einpflanzung von Tumorstiickchen. Das Jensensarkom 
zeigte von vornherein eine gréBere Wachstumsgeschwindigkeit und im 
allgemeinen bessere Impfresultate als die zur gleichen Zeit iiberimpften 
Flexnercarcinome. Die Impfausbeute der letzteren ging allmahlich 
stark zuriick, und wir stellten deshalb die Versuche mit diesen Tumoren 
ein, sobald die Ergebnisse ein hinreichend einheitliches Bild gewahrten. 
Am Schlu8 der ganzen Untersuchungsreihe haben wir dann noch mit 
einem neuen Flexnerstamm eine Anzahl erginzender Versuche nach- 
geholt. 


Der histologische Bau der beiden Tumorarten zeigt deutliche Unter- 
schiede. Das Flexner-Joblingsche Carcinom besteht aus verhaltnismaéBig 
groBen, meist polygonal erscheinenden Tumorzellen mit groBen, blischen- 
artigen Kernen. Das eigentliche Tuwmorgewebe ist von mehr oder minder 
breiten Stringen vom Stromagewebe durchsetzt, das reichlich Wander- 
zellen enthalt. Demgegeniiber ist das Jensensarkom auffallend stromaarm. 
Seine Tumorzellen sind von vorwiegend spindeliger Form und im allgemeinen 
erheblich kleiner als die des Flexnertumors. 


Ausschaltung der Kalium- und Caleciumionen. 


In dieser ersten Mitteilung beschrinken wir uns darauf, zu zeigen, 
welche Veriinderung das Girverm‘igen der Tumorzelle erfihrt, wenn 
man aus der Ringerlésung, die als Garungsmedium dient, das Kalium- 
und Calciumion entfernt. 


1. Methodische Vorbemerkung. 


Die Methodik unserer Versuche war das von Warburg ausgearbeitete mano- 
metrische Verfahren, dessen Grundziige als bekannt vorausgesetzt. werden !. 
Die aus der (nicht nekrotischen) Randpartie der Tumoren hergestellten 
Rasiermesserschnitte — von etwa 0,2 bis 0.5mm Dicke — wurden im glucose - 
haltiger Ringerlésung suspendiert und nach Uberfiihren in die mit Ringer- 
lésung beschickten Stoffwechseltrége * unter anaerobe Bedingungen gebracht. 
(Saéttigung der Ringerlésung mit einem Gemisch von etwa 5 Vol.-% CO, 
und 95 Vol.-%, N,, Anfiillung des Gasraums mit dem gleichen Gemisch.) 
Die Versuchstemperatur war 37,5°. Als Mai} des Garungsvorgangs gilt die 
gebildete Milchsiiuremenge, die in Kubikmillimetern ausgedriickt wird. 
lemm Milchsaéure ist gleich 1 emm Séurewasserstoff von 0° und 760 mm Hg 
zu setzen (= lemm des manometrisch gemessenen, aus dem Bicarbonat 
der Ringerlésung ausgetriebenen CO,-Volumens von Normaldruck und 
-temperatur). Die Ablesungen erfolgen viertelstiindlich. Aus der gebildeten 
Milchséuremenge, der Zeit (in Stunden) und dem Trockengewicht der 


1 Vgl. O. Warburg, l.c., 5S. 121. 
2 Jeder Trog enthielt immer mehrere Schnitte (meist drei bis vier). 
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Tumorschnitte (in Milligrammen), das nach Beendigung der Messungen i) 
der iiblichen Weise bestimmt wird, ergibt sich der Gdrungsquotient: 


Kubikmillimeter Milchsaure 


Om 


~ Milligramm Trockengewicht xX Stunden’ 
. 


welcher ein MaS des Giarvermdgens fiir das jeweils gegebene Zeitinterva!! 
darstellt. 


2. Die Gdrung in Vollringerlésung. 


Als ,,Vollringerlésung bezeichnen wir folgende, dem Ratten 
serum! isotone Lésung: 


NaCl . ; ae 1,2 . 10-1! Mol /Liter 
Buea wee es , a ae ‘ 
ex ss = eS a oe ee ee 

AME, sw ce es +, es ee ee 

SED oo wesw + en 


Die Versuche, in denen die Praparation der Tumorschnitte wnd 
die Giarungsmessung in dieser Lésung erfolgte, fiihrten zu den_ in 
Protokoll 1 und 2 wiedergegebenen Resultaten. Es handelt sich fiir 
beide Tumorarten um je sechs Versuchsreihen zu zwei bis vier Einze! 
versuchen, die zu gleicher Zeit und mit Schnitten desselben Tumors 
angestellt sind. 


Fiir das Flexner-J oblingsche Carcinom (Protokoll 1) ergibt sich als 
Mittel aus 17 Einzelbestimmungen ein Garungsquotient von 29 in der 
ersten und von etwa 26 in der zweiten Viertelstunde der Versuchszeit * 
Der erstere Wert stimmt mit der von Warburg und Mitarbeitern unter 
den gleichen Bedingungen gefundenen GréBe annahernd iiberein® 
wahrend der Wert der zweiten Viertelstunde nicht wesentlich, aber 
doch deutlich geringer ist. Noch weiter (auf etwa 24) sinkt der mittlere 
Girungsquotient in der dritten Viertelstunde. Doch liegen diesen: 
Mittelwert nur neun Einzelbestimmungen zugrunde. 


Die Verteilung der Einzelwerte von Qy ist im ganzen etwa so, dali 
ihre Haufigkeit in der GréBenklasse 25 bis 29 ein Maximum erreicht und 
von da aus nach beiden Seiten abfallt. Die zwischen zeitlich korrespon- 


‘gs — 0,56. 

2 Die Messungen beginnen etwa 20 Minuten nach dem Einbringen der 
GefaBe in den Thermostaten. Dies gilt fiir alle in dieser und den folgenden 
Mitteilungen behandelten Versuche. 

Die Ubereinstimmung wird noch besser, wenn man Versuch 1 der 
Reihe 3, dessen Qy-Werte sehr unregelmaBig sind und stark herausfallen, 
bei der Mittelwertsbildung unberiicksichtigt li6t (vgl. Anmerkung zu 
Protokoll 1). 
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ierenden Einzelwerten bestehenden Unterschiede finden sich bei Ver- 
when der gleichen Reihe ebenso wie bei solchen verschiedener Reihen. 


Das Jensensarkom (Protokoll 2) zeigt in der ersten und zweiten 
Viertelstunde der Versuchszeit als Mittel aus 15 Einzelbestimmungen 
einen Garungsquotienten von etwa 25. In der dritten Viertelstunde 
ergibt sich als Mittel von 12 Einzelbestimmungen etwa der Wert 23. 
Beide Werte liegen tiefer als der im Warburgschen Laboratorium ge- 
fundene Mittelwert, welcher gréBer als 30 ist. 


Der zeitliche Abfall des mittleren Géarungsquotienten ist geringer als 
beim Flexnertumor. Doch findet man in einzelnen Versuchen einen ahnlichen 
Verlauf der Garintensitaét, wie er bei Versuchen mit Flexnertumoren beob- 
achtet wird. Die Gesamtheit der Einzelwerte von Qy verteilt sich fast 
gleichmaBig auf die beiden GréBenklassen 20 bis 24 und 25 bis 29. Fiir 
die Unterschiede zeitlich korrespondierender Einzelwerte gilt das beim 
Flexnertumor Gesagte. 


3. Die Gdrung in K- und Ca-freier Ringerlisung. 


Die Zusammensetzung der .,K- und Ca-freien Ringerlisung* 
unterscheidet sich von der der Vollringerlésung durch das Fehlen von 
KCl und CaCl,. Der osmotische Druck wird dadurch nur um etwa 
5°,, vermindert. Es fragt sich, wie die Giarintensitaét bzw. ihr Verlauf 


beeinfluBt wird, wemnm man die Préparation der Tumorschnitte und 
den Girversuch in K- und Ca-freier Ringerlésung ausfiihrt 


Wir verfiigen iiber eine groBe Anzahl brauchbarer Messungen, die 
fast simtlich im Zusammenhang spaterer Untersuchungen eine Rolle 
spielen. Zum Vergleich mit den in Vollringerlésung gewonnenen Ergeb- 
nissen haben wir diejenigen Versuche ausgewahlt, die in einem Zeit- 
raum von -+- 2 Tagen, gerechnet von jeder mit Vollringerlésung an- 
gestellten Versuchsreihe, ausgefiihrt wurden. Die in dieser Weise 
herausgehobenen Versuche sind — ebenso nach Versuchsrejhen ge- 
ordnet — in Protokollen3 und 4 enthalten!. Die Flexner-J obling-Tumoren 
der in Protokoll 3 dargestellten Versuche gehérten den gleichen Impf- 
serien an wie die, welche Material fiir die entsprechenden Unter- 
suchungen in Vollringerlésung geliefert hatten. Dasselbe gilt fiir die 
Mehrzahl der in Protokoll 4 wiedergegebenen Versuche mit Jensen- 
tumoren. 


Man erkennt, daB die Garintensitét in K- und Ca-freier Ringer- 
lésung im allgemeinen geringer als in Vollringerlésung ist. Beim Flexrner- 


1 Gelegentlich wurden Vergleichsversuche in Vollringer- und 
K- und Ca-freier Ringerlésung auch am gleichen Tage angesetzt (vgl. 
die Protokolle). 


9* 
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Jobling- Tumor erhalten wir im Mittel aus 19 Einzelbestimmungen eine: 
Garungsquotienten von etwa 17 in der ersten und von etwa 135 in de: 
zweiten Viertelstunde der Versuchszeit. In der dritten Viertelstund: 
ergibt sich als Mittel aus 14 Bestimmungen der Wert 1/4. Der zeitlich: 
Abfall der Garintensitit ist also auch hier angedeutet. Die Senkunyg 
gegeniiber der Garung in Vollringerlisung betragt in korrespondierenden 
Beobachtungsintervallen 42 bis 43°. Beim Jensentwmor schwankt 
der mittlere Giarungsquotient in den einzelnen Zeitabschnitten etwa 
zwischen 18 und 19 (21 Bestimmungen in der ersten und zweiten 
14 Bestimmungen in der dritten Viertelstunde). Er bleibt also auf 
ziemlich konstanter Héhe, entsprechend dem Verhalten in Vollringer. 
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Abb. 1. Flerner-Jobling-Carcinom. Abb. 2. Jensen-Sarkom. 


Mittlere Garungsquotienten in Vollringerlésung und K+ und Casfreier Ringerlésung, eingetragen 
in der Mitte der zugehérigen Zeitintervalle. 


lésung zwischen 0 und 30 Minuten. Die Senkung der Girintensitat in 
den drei Beobachtungsintervallen betragt 23 bis 27°, ist also geringer 
als beim Flexnertumor. 


Die GréBenunterschiede, welche die mittleren Garungsquotienten 
fiir Vollringer- und K- und Ca-freie Ringerlésung in korrespondierenden 
Beobachtungsintervallen zeigen, werden von Abb.1 und 2 veran- 
schaulicht. 


Die Qy-Werte der Einzelversuche schwanken in jedem Zeit- 
abschnitt betrichtlich. Eine den Versuchsreihen entsprechende Glic- 
derung der Werte ist angedeutet. Die héchsten Ausschlige er 
reichen die untere Grenze der in den Versuchen mit Vollringerlésung 
erhaltenen Werte. 


Beim Einbringen der Tumorschnitte in K- und Ca-freie Ringer- 
lésung diirfte es zu einer Abdiffusion freier Kaliumionen und — was 
weniger wahrscheinlich ist — auch Calciumionen aus dem Zellinnern 
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‘baw. den Zellgrenzschichten) kommen, und es liegt nahe, das Ab- 
sinken des Garvermégens ganz oder zum Teil auf diesen Vorgang 
zurickzufiihren. (Daneben kénnte auch das Fehlen einer gleichartigen, 
aber entgegengesetzt gerichteten Diffusion, wie sie in Vollringerlésung 
stattfinden mag, von Bedeutung sein.) Unter diesem Gesichtspunkt 
haben wir, um die Diffusion aus dem Zellinnern zu beschleunigen, in 
der Mehrzahl der hier wiedergegebenen Versuche die Tumorschnitte 
vor dem Einbringen in die Stoffwechseltrége gewaschen. (MaBiges 
manuelles Schiitteln mit 50 cem K- und Ca-freier Ringerlésung zweimal 
je 10 Minuten.) Beriicksichtigt man nur die mit gewaschenen Schnitten 
angestellten Versuche!, so erhailt man beim Flexnertumor (13 Versuche) 
einen mittleren Garungsquotienten von etwa 15 in der ersten und von 
etwa 13 in der zweiten und dritten Viertelstunde; beim Jensentumor 
(14 Versuche) findet man einen mittleren Girungsquotienten von 
etwa 19 fiir alle drei Zeitintervalle. Inwieweit das Waschen der Tumor- 
schnitte von EinfluB auf das Messungsergebnis ist, konnten wir durch 
Parallelbestimmungen am gleichen Tumor genauer feststellen. Mit 
dem Flexnertumor haben wir zwei, mit dem Jensentumor eine Versuchs- 
reihe in dieser Weise ausgefiihrt (vgl. Protokoll 3, Reihen III und IV; 
Protokoll 4, Reihe ITI). Fiir den Flexnertumor ergibt sich, daB der 
mittlere Garungsquotient bei den gewaschenen Schnitten um etwa 
| bis 3 geringer ist als bei dea ungewaschenen Schnitten in korre- 
spondierenden Zeitintervallen. Beim Jensentumor ist ein EinfluB des 
Waschens tiberhaupt nicht erkennbar, was auch durch die tibrigen 
Versuche bestatigt wird. Im Sinne der obigen Vorstellung wiirde daraus 
folgen, daB der angenommene Diffusionsvorgang entweder gar nicht 
oder nur in unbedeutendem MaBe durch Waschen der Schnitte 
geférdert wird. Erwihnt sei noch, daB in den Versuchen mit Voll- 
ringerlésung das Waschen der Schnitte bei beiden Tumorarten ohne 
EinfluB ist’. Wegen der teils fehlenden, teils geringfiigigen Unter- 
schiede haben wir davon abgesehen, fiir die Girungsquotienten der 
gewaschenen und ungewaschenen Schnitte gesonderte Mittelwerte 
in den Protokollen anzugeben. 


Um unser Endresultat sicherzustellen, méchten wir noch einige 
weitere Versuchsbedingungen ins Auge fassen. 


a) Das Alter der Tumoren (gerechnet vom Tage der Impfung). Es steht 
in keinem Zusammenhang mit dem Garvermégen. Fiir den Fall der K- 
und Ca-freien Ringerlésung wird dies erst deutlich, wenn man eine gréBere 
Zahl von Messungsergebnissen, als die hier wiedergegebenen, beriicksichtigt. 


1 In den Protokollen sind die betreffenden Versuche mit einem 


bezeichnet. 
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+ ° P P . ” 
Uberdies bewegt sich das Tumoralter in den zu vergleichenden Unter 
suchungsreihen nahezu in denselben Grenzen. 


b) Die Vorbereitungszeit. Wahrend dieser Zeit, die von der Tétun, 
des Tieres bis zum Beginn der Messungen reicht, befindet sich das Tumor 
gewebe vorwiegend bei Zimmertemperatur (etwa 20°). In den Versuche: 
mit Vollringerlésung ist die Vorbereitungszeit durchschnittlich kiirzer a}: 
in den zum Vergleich herangezogenen Versuchen mit K- und Ca-freie; 
Ringerlésung. Dieser Unterschied ist aber belanglos, da weder in Voll. 
ringer- noch in K- und Ca-freier Ringerlésung eine Abhangigkeit de, 
Messungsergebnisse von der Vorbereitungszeit (innerhalb der vorliegende:, 
Grenzen) besteht, wie eine Gegeniiberstellung der zusammengehdérige: 
Werte erkennen l46t. Dies gilt auch dann, wenn man in Hinsicht auf das 
Waschen nur gleichartig behandelte Schnitte miteinander vergleicht. Bei 
einer mit Flexnertumor angestellten Versuchsreihe (Reihe II in Protokoll 3 
scheint es allerdings, als ob ein kiirzeres Verweilen der (ungewaschenen ) 
Schnitte in K- und Ca-freier Ringerlésung das Garvermégen weniger herab 
setzt; doch bediirfte es weiterer Untersuchungen, um diese Vermutung zu 
bestatigen. 


c) Bei der Herstellung der K- und Ca-freien Ringerlésung hatten wir 
die geringe, durch den Fortfall von KCl und CaCl, bedingte Senkung des 
osmotischen Druckes vernachlassigt, in der Erwagung, dali dies ohne 
Einflu8 auf das Messungsergebnis ist. Spater haben wir, um jeden Zweife! 
auszuschalten, noch weitere Untersuchungen angestellt, die der Nach- 
priifung gerade dieser Voraussetzung dienten. Es wurde zu diesem Zwecke 
in mehreren Versuchsreihen eine Anzahl gleichzeitig hergestellter Tumor- 
schnitte, die jeweils von einem oder von zwei Tumoren stammten, aut 
folgende drei Lésungen verteilt : 


1. Vollringerlésung, 

2. gewohnliche K- und Ca-freie Ringerlésung, 

3. eine K- und Ca-freie Ringerlésung, die durch eine geringe 
Erhéhung ihres NaCl-Gehalts der Vollringerlésung isoton 
gemacht war. 


Die Schnitte wurden saimtlich in den entsprechenden Lésungen ge- 
waschen (wie oben angegeben). 


Mit dem Flexnertumor fiihrten wir im ganzen sechs Einzelversuche im 
Vollringerlésung aus; diesen liefen 19 Einzelversuche mit K- und Ca-freier 
Ringerlésung parallel, und zwar neun Versuche mit Lésung 2 und zehn 
Versuche mit Lésung 3. Die in Vollringerlésung erzielten mittleren Garungs- 
quotienten lagen hier etwas tiefer als in den vorangehenden Versuchen. 
Trotzdem erreichte der prozentische Géarabfall in gewéhnlicher K- und 
Ca-freier Ringerlésung annahernd die friiher gefundenen Mittelwerte. 
Ein Einflu8 des NaCl-Zusatzes konnte nicht festgestellt werden.  Fiir 
die erste Viertelstunde der Versuchszeit betrug die mittlere Senkung des 
Garvermégens etwa 40°, fiir beide Lésungen; in der zweiten Viertelstunde 
lagen beide Mittelwerte zwischen 40 und 45°, in der dritten Viertelstund 
zwischen 45 und 50°. Ein entsprechendes Resultat erhielten wir in einer 
Versuchsreihe mit Jensentumor. Daraus folgt, daB die geringe Herabsetzung 
des osmotischen Druckes in keinem Zusammenhang mit dem Abfall des 
Garvermégens steht. Auch fiir die geringe Verminderung der Cl-Ionen- 
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konzentration, die mit der Ausschaltung des Kaliums und Calciums ver- 
inden ist, diirfen wir diesen SchluB ziehen. 


d) Bei den soeben mitgeteilten Untersuchungen wurden die ver 
vleichenden Messungen in Vollringer- und K- und Ca-freier Ringerlésung 
haufig an Schnitten ausgefiihrt, die verschiedenen Partien desselben Tumors 
entstammten. Die Ergebnisse waren dabei keine anderen als in den friiheren 
Untersuchungen, deren Vergleichsmessungen stets an verschiedenen 
‘Tumoren vorgenommen wurden. Es besteht ferner die Méglichkeit, das 
Absinken des Garvermégens dadurch nachzuweisen, daB man Tumor- 
schnitte, deren Garung in Vollringerlésung man verfolgt hat, in K- und 
Ca-freie Ringerlésung iibertrigt. Nach unserer bisherigen — allerdings 
unvollstandigen — Erfahrung, tritt der Effekt bei dieser Anordnung nicht 
mit der Deutlichkeit ein, die man erwartet. In einer Versuchsreihe mit 
Flexnertumor (Protokoll 1, Reihe IV) haben wir die Schnitte nach Beendi- 
gung der Messungen teils in K- und Ca-freie Ringerlésung, teils zur Kon- 
trolle in frische Vollringerlésung iiberfiihrt und 40 Minuten spater die 
Messungen fortgesetzt. Dabei fiel die Garung bei den Kontrollschnitten 
(Nr. 1) um 5%, bei den in K- und Ca-freie Ringerlésung iiberfiihrten 
Schnitten (Nr. 2 und 3) um 9 und 15°, ab, wenn man fiir beide Versuchs- 
teile den Gesamtverlauf in Rechnung stellt. Es ist nicht ausgeschlossen, 
da8 man bei einer VergréGerung des zeitlichen Abstandes zwischen beiden 
Versuchsteilen zu besseren Resultaten gelangt. Doch ist das Verfahren, 
die vergleichenden Messungen in Vollringer- und K- und Ca-freier Ringer- 
lésung an identischen Schnitten vorzunehmen, auf jeden Fall entbehrlich, 
da bereits die mitgeteilten Versuche zu einem eindeutigen Ergebnis ge/fiihrt 
haben. 

Es steht somit fest, daB die Ausschaltung des Kalium- und Calcium. 
ions in der Ringerlésung das Garvermégen der Tumorzelle herabsetzt 
Offen bleibt dabei, wie groB der Anteil ist, den die Abwesenheit jeder 
einzelnen Ionenart am Zustandekommen des Effektes hat. Um dies 
klarzustellen, kénnte man den EinfluB priifen, den die alleinige Aus- 
schaltung von Kalium oder Calcium auf das Giarvermégen ausiibt. 
Wir haben diesen Weg in unseren weiteren Untersuchungen vorerst 
nicht beschritten, sondern die Analyse in der Weise fortgefiihrt, dab 
wir fragten: Wie wird die Garung verindert, wenn man zur K- und 
Ca-freien Ringerlésung die fehlenden Kationen einzeln wieder hinzu- 
fiigt ? Im Rahmen der Untersuchungen, welche dieser Frage galten, 
haben wir nicht nur Kalium und Calcium, sondern — in Parallele 
dazu — auch Lithium und Magnesium beriicksichtigt. Die Ergebnisse 
dieser Versuche bilden den Gegenstand der beiden folgenden Mit- 
teilungen. 

4. Protokolle. 
Die gemessenen Milchséuremengen und die Einzelwerte von Qy sind 


bis auf Hiner angegeben; die Schnittgewichte sind auf zehntel Milligramme 
abgekiirzt. 


Die mit einem * bezeichneten Versuche wurden mit gewaschenen Tumor- 
schnitten ausgefiihrt (vgl. S. 133). 








————— 
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140 =A. Lasnitzki u. O. Rosenthal: Garvermégen der Tumorzelle. I. 


Zusammenfassung. 


1. Einleitende Betrachtungen tiber den Zusammenhang von 
Garung und Zellwachstum und iiber die Beziehung des letzteren zu 
gewissen Leichtmetallen fiihren zu der Frage, ob das Garvermégen 
wachsender tierischer Zellen von ihrem Gehalt an bestimmten Leicht 
metallen abhangig ist. Die experimentelle Bearbeitung dieser Frage 
geschieht durch Untersuchungen, in denen der EinfluB der ent 
sprechenden Kationen auf das Garvermégen der Tumorzelle verfolgt 
wird. 

2. Als erstes Resultat ergibt sich, daB das Garvermégen des Tumor 
gewebes abnimmt, wenn man aus der Ringerlésung, die als Garungs 
medium dient, die Kalium- und Calciumionen entfernt. Die mittler: 
Senkung betrigt fiir das Flexner-Joblingsche Rattencarcinom iiber 


40%, fiir das Jensensche Rattensarkom etwa 25”. 
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Die physikalische Entfirbbarkeit von Galle. 
Von 
Hugo Wit. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 2. Januar 1929.) 


Die Bedingungen der physikalischen Entfarbbarkeit von Galle 
wurden in Adsorptionsversuchen gepriift. Die verwendete Galle ent- 
stammte einer operativ entnommenen normalen Gallenblase. Sie 
wurde auf ungefihr Lebergallenkonzentration (etwa das 15fache) 
verdiinnt und mit gleichen Gewichtsmengen verschiedener anorganischer 
Adsorbenzien geschiittelt. _Verwendet wurden zunichst die pulver- 
firmigen Adsorbentia Tierkohle, Kaolin, Talk und Kieselgur. Die 
gleich lange geschiittelten Aufschwemmungen dieser Substanzen in 
Galle wurden zentrifugiert und die itiberstehenden klaren Lésungen 
miteinander verglichen. Es zeigte sich hierbei die Tierkohle am besten 
wirksam, wihrend die anderen Adsorbentia viel weniger gut (ungefihr 
in der Reihenfolge Kaolin, Talk, Kieselgur) die Galle entfirbten 

In zweiter Reihe wurden Adsorbentia von gelartigem Charakter 
(Eisen-, Aluminiumhydroxyd- und Kieselsiuregele) gepriift, welche 
durch Fallung aus Lésungen von Ferrum hydrooxydatum dialysatum 
liquidum und Aluminiumchlorid mit den entsprechenden Mengen von 
Ammoniak bzw. dem Natriumsalz der Kieselsiure (Wasserglas) durch 
Fallung mit Salzsiure hergestellt worden waren. Diese Gele wurden 
als Filterunterlagen benutzt und dariiber die verdiinnte Galle filtriert. 
Das Filtrat durch das basische Eisen- und Aluminiumhydroxydgel 
zeigte sich dabei vollstandig wasserklar, wahrend das saure Kiesel- 
siuregel die Lésung nur wenig entfarbte. Wurde die Fallung des 
Natriumsilikats mit iiberschiissiger Saure vorgenommen, nahm die 
Entfarbung beim Stehen etwas zu, und zwar fand sich nach 24 Stunden 
ein Belag des Gels mit dem Farbstoff, der eine stirkere Tinktion vor- 
tauschte, sich aber abwischen lieB. 

In dritter Reihe wurde der Finfluf von Zusdtzen auf die Entfarbung 
von Galle gepriift, und zwar bei den pulverférmigen Adsorbenzien 
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Tierkohle, Kaolin, Talk und Kieselgur, da hier der EinfluB auf di 
Adsorption am leichtesten zu iibersehen war. Es zeigte sich folgendes 
xallensaure Salze (glykochol- und taurocholsaures Natrium) hemmen 
deutlich die Adsorption, Zusatz von Siaure dagegen, gleichgiiltig o} 
Salz-, Schwefel- oder Essigsiure, bewirkt schon in geringen Mengen 
den Suspensionen zugesetzt, deutliche Entfarbung. Es geniigt hierbe; 
die Saure hinzuzufiigen, etwas durchzuschiitteln und gleich zu zentri 
fugieren. Die Entfarbung scheint also augenblicklich zu erfolgen, im 
Gegensatz zur Saurefallung des Bilirubins aus Gallelésungen. Diese 
geht nur langsam vor sich, ist also ein zeitlicher Vorgang. Es treten 
dabei oft lingere Zeit andauernde Triibungen auf, die auf einen 
kolloidalen Lésungszustand der sonst unléslichen Farbsiure hinweisen 
Gegenwart von EiweiB setzt die entfirbende Wirkung der Sauren 
herab. Fiigt man namlich zu den Suspensionen von Kohle in Galle 
vor dem Saurezusatz etwas SerumeiweiB, so ist die Entfirbung gegen 
iiber den eiweiBfreien Lésungen deutlich verringert. EiweiB wirkt 
demnach als Schutzkolloid, starkerer Siurezusatz hebt allerdings diese 
Wirkung wieder auf. 

Aus den mitgeteilten Befunden ergibt sich folgendes: Die Adsorption 
des Gallenfarbstofjs ist in erster Linie von der elektrochemischen 2+ 
schaffenheit des Adsorbens abhdngig. Dies war von vornherein zu er 
warten, da das Bilirubin seiner chemischen Natur nach ein zweibasisches 
Farbséureion ist und demgemaB starke elektrische Valenzen besitzt 
In den mitgeteilten Versuchen zeigt sich das deutlich, indem basische 
Adsorbentia (Eisen- und Aluminiumhydroxydgele) den Farbstoff 
quantitativ adsorbieren (unter Bildung von Eisen- bzw. Aluminiumbili 
rubinatverbindungen), die sauren Kieselsauregele jedoch nur in geringer 
Menge. Die Entfarbung der Galle zur wasserklaren Fliissigkeit findet 
dort sogar bei AmmoniakiiberschuB, also in alkalischer Lésung statt 
obwohl das das Bestreben des Farbstoffs, in Lésung zu bleiben, férdern 
miBte. Im Gegensatz dazu ist die Entfarbung von Galle durch das 
saure Kieselsauregel nur gering und wahrscheinlich auf verunreinigend 
Calciumsalze, von denen solche Priparate nie frei zu bekommen 
sind, zuriickzufiihren. Die zeitlich anscheinend zunehmende Adsorption 
ist einfach Saurefillung des Farbstoffs durch SaureiiberschuB. Dem 
entsprechend findet auch kein starkeres Haften statt und der Belag 
14Bt sich zum Teil wegwischen. 

Von den pulverférmigen Adsorbenzien ist, wie bereits mitgeteilt 
die amphotere Tierkohle am besten wirksam, wahrend die salzartigen 
wie Kaolin, Talk und Kieselgur, viel weniger gut adsorbieren. Es ist 
schwer, iiber die Unterschiede der Adsorption bei den letzteren etwas 
auszusagen, da die Versuche nur mit gleichen Gewichtsmengen aus 
gefiihrt wurden, fiir die Adsorption aber die Oberflache mabgebend ist 
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\uBerdem findet die Adsorption bei den salzartigen Adsorbenzien 
vornehmlich durch Ionenaustausch (L. Michaelis!) statt und ist daher 
sehr von Verunreinigungen abhingig, von denen diese Adsorbenzien 
kaum frei zu machen sind. Die Verhaltnisse in Versuchen mit Galle 
sind auch dadurch kompliziert, daB in der Galle auBer dem Bilirubin 
noch eine ihrer Qualitaét und Quantitaét nach unbestimmte Menge 
von Substanzen vorhanden sind, die bei der Adsorption eine wichtige 
Rolle spielen kénnen. Ich verweise diesbeziiglich nur auf die stark 
adsorbierbaren Gallensauren (s. unten). 

intscheidend fiir den Grad der Adsorption ist aber in erster Linie 
die Reaktion der Galle. Siurezusatz lidt das Adsorbens positiv auf 
und verstarkt dadurch die Adsorption. Fiir den elektrochemischen 
Charakter der Reaktion spricht es, daB die Verstarkung fast augen- 
blicklich erfolgt. Ich méchte den niheren Mechanismus dieses Vorganges 
bei der Kohle beschreiben. Die Adsorption von Elektrolyten durch 
die Kohle erfolgt aus dem Prinzip der Elektroneutralitat der Lésung 
so, da8 immer aquivalente Mengen von Anionen und Kationen ad- 
sorbiert werden (L. Michaelis, 1. c.). Die Adsorbierbarkeit der einzelnen 
Jonen ist aber sehr verschieden. Organische Farbsaureionen sind sehr 
gut adsorbierbar, ebenso H- und OH-Ionen. Demgegeniiber tritt die 
Adsorbierbarkeit der anderen’ Ionen bedeutend in den Hintergrund. 
Aus der verschiedenen Adsorbierbarkeit der Loner einerseits und der 
Bedingung der aquivalenten Ionenadsorption andererseits ergibt sich, 
daB die Adsorptionskonzentration eines bestimmten Ions immer nur 
dann maximal sein wird, wenn in der Lésung zumindest gleich gut oder 
besser adsorbierbare Gegenionen vorhanden sind. Im speziellen Falle 
wird also die Aufnahmefahigkeit des Adsorbens fiir das Bilirubin dann 
am besten sein, wenn in der Lésung H-lIonen vorhanden sind, welche 
fiir das schlecht adsorbierbare Alkaliion des Farbsalzes eintreten kénnen. 

Aber nicht nur die entgegengesetzt geladenen, sondern auch gleich- 
geladene Ionen kénnen, wenn sie gut adsorbierbar sind, die Adsorbier- 
barkeit wesentlich beeinflussen, indem sie selbst freie elektrische 
Valenzen besetzen und dadurch adsorptionsverdriingend wirken. 
Auf diese Weise diirfte die hemmende Wirkung der ga!lensauren Salze 
auf die Entfdrbung von Galle zustande kommen. 

Die Schutzwirkung des Eiweifes ist folgendermaBen zu erkliren. 
EiweiB wird ebenso wie Kohle durch Saurezusatz positiv aufgeladen. 
Im Gegensatz zur Kohle kommt es aber nicht zur Aquivalentadsorption, 
sondern zur Salzbildung unter Wasserabspaltung. Bei Zusatz von 
Salzsiure bildet sich z. B. Proteinchlorid, bei weiterem Siurezusatz 


1 L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Verlag Springer, 
1922. 
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nimmt die Menge an positiven Proteinionen immer mehr zu, bei Gegen, 
wart von Bilirubinationen kommt es dabei zum teilweisen Austausc! 
des Chlorions gegen das Siureanion des Farbstoffs. Es bildet sich 
neben dem Proteinchlorid allmahlich ein Protein-Chlor-Bilirubinat 
welches zuerst noch lésungsbestindig ist. Durch die Bindung des 
Bilirubins an das in Lésung befindliche EiweiB wird es zum Teil de: 
Adsorption an die Kohle entzogen. Erst wenn durch weiteren Saure 
zusatz das Protein und damit das Bilirubin mit ausfallt, kommt es zum 
Verlust der Schutzwirkung des EiweiBes. 

Zum AbschluB méchte ich noch auf einige Probleme hinweiser 
die mit der Frage der Adsorption des Bilirubins zusammenhidngen 
Der Gallenfarbstoff stellt eine Stoffwechselschlacke des Blutfarbstoffs 
dar, die in Salzform gut léslich und unter normalen Bedingungen leicht 
ausscheidbar im Blute zirkuliert. Fiir verschiedene Fragen ist es nun 
von Interesse, festzustellen, welcher Anteil des Gallenfarbstoffs frei in 
Lésung und welcher, an die Serumeiwei8kérper gebunden, im Serum 
vorhanden ist. Ich habe versucht, diese Frage durch Ultrafiltration 
zu lésen. Diese Versuche schlugen jedoch fehl, einerseits weil der Gallen. 
farbstoff beim Passieren des zur Verfiigung stehenden Ultrafiltrations 
apparats mit Eisenteilen in Beriithrung kam und dabei zu Biliverdin 
und vermutlich auch farblosen Oxydationsstufen oxydiert wurd 
andererseits nur EiweiBfilter zur Verfiigung standen, die selbst Teil: 
des Farbstoffs adsorbierten. Zur Lésung dieses Problems ware es 
notwendig, eine exakte Methode zu finden, die es gestattet, den jeweiligen 
Anteil des Serums an diesen beiden Lésungsformen des Bilirubins zu 
bestimmen. 

DaB diesbeziigliche Untersuchungen fiir sehr viele Probleme der 
Physiologie und Pathologie der Gallenblase von Bedeutung waren 
méchte ich an zwei Fragen zeigen. So ist es bekannt, dab bei den 
hamolytischen Formen des Ikterus das Bilirubin viel langer im Blut: 
retiniert wird und seine Konzentration zu héheren Werten ansteigt 
ohne dab’ Bilirubinurie und Hautikterus auftritt, als beim Stauungs 
ikterus. Man hat die Ursache dieses merkwiirdigen Verhaltens in eine: 
Verschiedenheit des Farbstoffs (Hymans van den Bergh), teils in eine: 
spezifischen Durchlassigkeit der Nieren- und GefaBendothelien gesehen 
Dabei ist es gar nicht sicher, ob die Ausscheidung des Gallenfarbstoffs 
durch die Glomeruli oder durch die Epithelien der Harnkanalchen 
erfolgt. Nimmt man aber an, da§ fiir die Ausscheidung des Bilirubins 
in erster Linie die Lésungskonzentration des Farbstoffs im Serum 
maBgebend ist und daB diese wieder von der Gegenwart anderer Stoffe 
besonders den Gallensauren abhangt, ergibt sich folgendes: Beim mechan! 
schen Ikterus kreisen reichlich Gallensauren im Blute, bewirken dadurc! 
eine Ausschiittung des adsorbierten Gallenfarbstoffs und Erhéhung 
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ler Lésungskonzentration, bei den hamolytischen Formen des Ikterus 
findet aber keine wesentliche Erhéhung des Gallensaurespiegels im 
Blute statt. 

Auffallend ist ferner, daB die Substanzen, denen eine gailentreibende 
Wirkung im weiten Mabe zugesprochen wird, wie das dlsaure Natrium. 
Salicylsiure, Benzoesiure, Seifen und schlieBlich die Cholate sehr 
stark oberflachenaktiv und daher adsorptionsfahig sind, und es bestiinde 
im Sinne der hier gegebenen Anschauungen die Méglichkeit, da8 ihre 
Wirkung der Hauptsache nach dadurch zustande kommt, da® sie 
durch Erhéhung der Lésungskonzentration des Bilirubins die Aus- 
scheidung des Farbstoffs férdern. 


Biochemische Zeitschrift Band 207 10 








Der EinfluG des EiweiGes auf die oxydativen 
und katalytischen Eigenschaften anorganischer Fermente. 


Von 
M. J. Galwialo und R. Dobrotworskaja. 


(Aus dem Laboratorium des Instituts fiir physiologische Chemie der Militir- 
Medizinischen Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1929.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Frage nach der fermentativen'Fahigkeit hochdisperser Losungen 
von Schwermetallen ist schon im vorigen Jahrhundert von Bredig 
Sommer, Miiller, Schénbein, Wolf, Baulin, Baudisch und Davidson 
Biedermann, Euler u. a. bearbeitet, welche gezeigt haben, daB Schwer 
metalle dieselben Reaktionen wie die organisierten und nichtorgani 
sierten organischen Fermente geben. 

So weisen Bredig und Sommer darauf hin, dal} die Entfarbungsreaktion 
eines Gemisches von Formaldehyd und Methylenblau sowohl durch das 
Enzym der rohen bakterienfreien Milch als auch durch  hochdispers: 
(m/1000) Lésungen der Metalle erzeugt wird (Pt, Sr, Pd, Au, Ag). Ahnilich: 
Beobachtungen sind von Wolf und Schénbein gemacht. 

Uns interessiert die Frage nach dem Einflu8 des Eiweibes als einer 
Substanz, die am haufigsten im Organismus vorkommt, auf die ox) 
dative und katalytische Eigenschaft der anorganischen Katalysatoren 
Zu diesem Zwecke stellten wir zwei Versuchsserien an. Die erste 
Versuchsserie betraf die Frage nach der Oxydationsfihigkeit der Metalle 
Wir nahmen Systeme: verschiedene Kationen (Mn, Pt, Fe, Au, Cu 
Co, Ni) — rohes EiweiB; dieselben Kationen mit Eiweif$ im Laufe von 
3 Minuten gekocht; dieselben Kationen mit Eiweif gekocht und dan: 
in einem Mérser mit Glaspulver im Laufe von 10 Minuten zerrieben 
und als Kontrolle dieselben Kationen ohne Eiweif, und untersuchte: 
die Geschwindigkeit und die Intensitat der Oxydation der Guajak 
tinktur in ihrem Beisein. Die Metalle nahmen wir in der Verdiinnung 
m/1000 auf 1 Liter in der Menge | cem, Eiereiwei8, durch ein Sie! 
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durechgerieben und filtriert, ungefahr 5°,, gleichfalls in der Menge von 
icem. Die qualitativen Proben erwiesen, dab das Eiwei® einen stimu- 
lierenden EinfluB auf jene Metalle ausiibte, die an sich schwichere 
Qxydatoren waren. Zu solchen gehérten MnSO,, PtCl,, Co(NO,), 
id NiNO,; Aurum chloratum, FeSO, und CuSO, oxydieren an sich 
lie Guajaktinktur sofort nach ihrem Hinzufiigen, indem sie eine 
pragnant blaue Firbung geben, weswegen man den EinfluB des EiweiBes 
in diesen Fallen nicht abpassen konnte. Im System Kation + EiweiB, 
im Laufe von 3 Minuten gekocht, beobachteten wir eine erhebliche 
Hemmung des Oxydationsprozesses. Die Reaktion verspiitet sich, 
beginnt nach einem erheblichen Zeitzwischenraum, verliuft viel lang- 
samer und erreicht nicht die friihere Intensitét. Im System Kation 

EiweiB, gekocht und mit Glas zerrieben, beginnt die Oxydations- 
reaktion der Guajaktinktur nach derselben Zeit nach dem Hinzufiigen 
derselben wie im System mit rohem Eiweif, aber sie verlauft langsamer 
und erreicht nicht vollstandig die friihere Farbungsintensitat. 

Die zweite Versuchsserie bezog sich auf das Studium des Eiweib- 
einflusses auf die katalytischen Eigenschaften der Metalle. Wir unter- 
suchten FeSO,, FeCl,, MnSO,, MnCl,, CuSO,, CuCl,, Co(NOs),, 
NiSO,, NiCl,, Pt-Chlorid und Aurum chloratum. Die Versuchs- 
anordnung war die folgende: Wir nahmen Systeme: Metall + Lauge 

H,O, und Metall — Lauge —- EiweiB + H,O,, die Menge des zer- 
setzten Wasserstoffsuperoxyds bestimmten wir durch die Menge der 
fir das Titrieren des unzersetzt gebliebenen Wasserstoffsuperoxyds 
verbrauchten Kukibzentimeter der n/10 KMn0O,-Lésung. Wir nahmen 
drei Verdiinnungen der Metalle — m/1000, m/10000 und m/1L00000 
auf | Liter in der Menge | cem Lauge zu 3°,, NaOH; Hihnereiereiweif 
durch ein Sieb gerieben und filtriert ungefahr 5° ig; Lauge und Eiweib 


nahmen wir gleichfalls zu 1 eem; H,O, 1°, ex tempore aus dem 
Perhydrol Merck bereitet — 2 ccm. 


Fiir die Erzielung des endgiiltigen Ergebnisses, das in Kurvenform 
dargestellt wurde, nahmen wir die Zahlen, welche fiir die Lésung mit 
der entsprechenden Metallverdiinnung erhalten waren, als Kontroll- 
zahlen und berechneten jenen UberschuB oder Mangel an zersetztem 
Wasserstoffsuperoxyd, der durch das Vorhandensein des Eiweibes in 
dem System bedingt war. In jenen Fallen, wenn in dem System mit 
dem EiweiB mehr H,O, zersetzt wurde als in dem Kontrollversuch, 
wurde die Menge des Uberschusses des zersetzten H,O, nach oben von 
der Nullinie aufgetragen; in jenen Fillen aber, wo das Eiweil die 
Zersetzung hemmte, wurde der Mangel an zersetztem H,O, nach unten 
von der Nullinie aufgetragen. Fiir den Vergleich der Angaben, die 
man unmittelbar durch das Titrieren erhalt, mit einer derartigen Kurve 
fiihren wir Tabelle I und Abb. 1 an. 


10 * 
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Tabelle J. 


1 cem in verschiedener Verdiinnung. Co(NO,), + lcem 3%ig. NaOH 
+ 2cem 1%ig. H,O.,. 





Ohne Eiweif leem 5°/,iges Eiweif 


Zeit Verdunnung 


m 1000 m/10000 m/100000 m/1000 m/10000 | m/ 100 00 


ecm n/10 KMn0O, 


Nach 1 Min 11,5 11,5 11,5 11,5 11,5 11,5 
ye 49 11,1 11,1 8.4 11,2 11,3 
si EE cl 4,3 11.0 11,0 8.1 11,1 11,2 
a . 3,6 10,9 10,9 74 11,0 11.0 
150 . 3.1 10,2 10,7 7.3 10.4 10.9 
180 . 0 10.0 9.9 6.5 10.3 10,4 


Die erzielten Ergebnisse waren folgende: Das Eiwei} erweist eine 
stimulierende Wirkung auf die Geschwindigkeit des Katalasevorgangs 
nur in einigen Systemen, und zwar in den Systemen mit NiSO, (Abb. 2 
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Abb. 1. 
Hemmende Wirkung des Eiweifes auf das Katalasesystem Co(NO,). + NaOH 
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Stimulierende EiweiSwirkung auf das Katalasesystem NiSO, + NaOH. 


NiCl,, Au chlorat., Pt-Chlorid und eine schwach stimulierende in det 
Systemen mit MnSO, (Abb. 3) und MnCl,. In den Systemen mit 
‘eSO,, FeCl,, CuSO, (Abb. 4), CuCl, und Co(NO,), (Abb. 1) erwies 
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sich seine Wirkung als hemmend. Der Einflu8 verschiedener Anionen 
gab sich nicht kund. 

In einer Reihe der Versuche, die von uns mit FeSO,, NiNO,, 
Co(NO 3), MnSO,, PtCl,, Au chloratum angestellt wurden, beob- 
achteten wir den Einflu8 des Kochens des Systems Metall + Eiwei’ 
auf die katalytische Fahigkeit des Metalls. Die Zersetzung des H,O, 
verlief in allen Fallen ebenso intensiv wie in den Systemen mit rohem 
KiweiB. 

Was das EiweiB anbelangt, so besitzt das Eiwei an sich keine 
katalytischen und oxydativen Eigenschaften; das rohe Eiweif erfordert 








Abb. 3 
EiweiBeinwirkung auf das Katalasesystem MnSO, + NaOH. 
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Abb. 4. 
Hemmende EiweiSwirkung auf das Katalasesystem CuSO, + NaOH. 


fiir seine Oxydation eine gewisse Menge K MnQ,; das gekochte EiweiB 
verbraucht weniger KMnQ,, was man auf folgende Weise erkliren 
kann: In den Eiwei8substanzen oxydieren sich anscheinend in erster 
Linie Tyrosin, Tryptophan und die Pyrrolkerne; nach dem Kochen 
kommt es nicht allein zu einer mechanischen Verainderung der GréBe 
der EiweiBteilchen, sondern auch zu gewissen chemischen Prozessen, 
welche die Leichtigkeit der Oxydation verindern. 


Die Tatsache der stimulierenden Einwirkung des EiweiBes in unserem 
Oxydase- und zum Teil auch in unserem Katalasesystem kann der Ansicht 
von Trillat gem&iB durch den Einflu8 des Eiweises als eines Kolloids erklirt 
werden, das das Metallsalz in suspendiertem Zustande aufrecht erhalt und 
die gleiche Konzentration der Kationen in allen Schichten der Fliissigkeit 
sichert. Die hemmende Wirkung des Kochens des Metalls und des Eiweibes 
auf die oxydativen Eigenschaften des Metalls lassen sich vollkommen 
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durch das mechanische MitreiBen der Elektrolyte durch die koagulierend, 
EiweiBteilchen erklaren. Die Wiederherstellung der oxydativen Fig: 
schaften nach dem Zerreiben des mit dem Eiwei®B gekochten Metalls geschi: 
infolge des Freiwerdens des Metalls aus den koagulierten EiweiBteilc|, 
Das ohne Eiweif gekochte Metall verliert seine Oxydationsfahigkeit nic}: 
Die von Rettger angestellten Versuche zeigten, daB eine eiweiShalti 
Thrombinlésung beim Kochen inaktiviert wird, aber das Hinzufiigen «. 
Lauge laBt seine Aktivitét zuriickkehren. Eine von EiweiSstoffen befreit. 
Thrombinlésung ertrigt eine Temperatur bis 135°, ohne ihre Eigenschaft« 
zu verlieren, was Retiger die Méglichkeit gab anzunehmen, daB das von 
ihm ausgeschiedene Thrombin nicht zu den organischen Fermenten gehére, 
aber auch nicht als eine rein anorganische Substanz erscheine. 

In unserem Katalasesystem zerstérte die nach dem Kochen des 
Metalls mit dem Eiweif hinzugefiigte Lauge die EiweibSpartikelchen 
und befreite das Ferment. 

Die SchluBfolgerungen, zu denen wir auf Grund der von uns e1 
zielten Ergebnisse kommen, sind folgende: 

1. Das EiweiB erweist sich nicht als indifferenter Komponent im 
System mit dem Metall. Es erweist eine erhebliche stimulierend 
Wirkung auf die Oxydationsfahigkeit der Metalle, ebenso wie auf div 
Katalasefahigkeit einiger Metalle, indem es die Reaktion beschleunigt 

2. In Abhangigkeit vom zweiten Komponenten des Paares ver 
andert sich die EiweiBwirkung. So hat im Katalasesystem das Eiweil) 
das Mn, Ni, Au, Pt stimuliert’ hat, nicht einen solchen EinfluB aut 
Fe, Co und Cu ausgeiibt. Der EinfluB der Anionen gibt sich nicht kund 
der ProzeB verlauft in den Systemen mit gleichen Kationen, aber mit 
verschiedenen Anionen, in analoger Weise. 

Am schnellsten verlauft der ProzeB bei der Verdiinnung des Metall. 
m/1000 und m/10000. 

3. Der EinfluB des EiweiBbes auf die Reaktionsgeschwindigkeit in 
den Oxydations- und in einem Teile der Katalasesysteme kann durch 
die Veranderungen des Systems erklart werden, namlich durch das 
Vorhandensein des EiweiBes als eines Kolloids, das das Metall in der 
Léisung im suspendierten Zustande stiitzt, aufrecht erhalt. 
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Die Farbstoffanalyse des Harns. 


VIL. Mitteilung: 


Urobilinbestimmung auf spektrometrischem Wege. 
Von 
M. Weiss (Wien). 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut und der I. medizinischen Ab- 
teilung des Allgemeinen Krankenhauses in Wien.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1929.) 


In meiner vorigen Mitteilung' habe ich ein Spektrometer zur 
Bestimmung der Harnfarbstoffe beschrieben. Der Apparat liBt sich 
fiir quantitative Urobilmbestimmungen im Harn ohne , Schwierigkeit 
verwenden. Dasselbe gilt fiir die Urobilinbestimmung im Stuhl und 
in der Galle. Wegen der innigen Beziehungen zwischen Harn-, Stuhl- 
und Gallenurobilin sollen die beiden letzteren in diesem Zusammen- 
hang auch besprochen werden. 

Allen Urobilinbestimmungen mittels des Spektrometers ist ge- 
meinsam die vorherige Uberfiihrung des Urobilinogens in Urobilin 
und der Vergleich mit einer genau eingestellten Urobilinlésung, deren 
Gehalt an Hand eines mir von Prof. H. Fischer (Miinchen) giitigst 
iiberlassenen Mesobilirubinogens festgestellt wurde. Er betragt 0,005 mg 
pro Kubikzentimeter. Die Standardurobilinlésung, welche in 20 mm 
tiefe Kiivetten? eingefiillt ist und dauernd verschlossen bleibt, ist 
bei entsprechender Aufbewahrung im Dunkeln unverindert haltbar*. 
Die aus Harn, Stuhl und Galle erhaltenen Urobilinlésungen erwiesen 
sich sowohl untereinander als auch mit der Vergleichsurobilinlésung 
spektrometrisch als identisch. 

Die Uberfiihrung des Urobilinogens in Urobilin wird, soweit sie 
nicht schon durch Lichtwirkung stattgefunden hat, durch Oxydation 


1 Siehe diese Zeitschr. 201, 337, 1928. 

2 Zu beziehen durch Hellige u. Comp., Freiburg i. Br. 

§ Die Kiivette wird unter Belassung des Tauchstabes rechts so auf- 
gestellt, daB das Ansatzrohr derselben nach hinten zwischen die beiden 
Schienenpaare der Kiivettentrager zu liegen kommt. 
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mittels Permanganat bei schwach saurer Reaktion vorgenommen 
Bei wasserigen Lésungen werden die Tabletten, welche im Hande! 
unter dem Namen ,,Chromogenreagens‘‘! zu haben sind, verwendet 
bei alkoholischen Lésungen eine 1°/sige K Mn O,-Lésung. Die Kontrolle 
der Umwandlung des Urobilinogens in Urobilin findet mittels des Aldehyd 
reagens von P. Ehrlich statt, welches im Verhaltnis von etwa |: | 
zugesetzt wird. Solange noch unverandertes Urobilinogen vorhanden 
ist, entsteht entweder sofort oder nach einigem Zuwarten rétliche 
Farbung mit dem Aldehyd, welche einer reinen, auch bei leichtem 
Erwarmen nicht ins Rétliche umschlagenden Gelbfarbung Platz macht 
sobald kein Urobilinogen mehr, sondern nur Urobilin vorhanden ist 
Dort wo feste Tabletten zur Oxydation verwendet wurden, kann die 
erhaltene Urobilinlésung direkt spektrometriert werden, da_ keine 
Volumenvermehrung stattgefunden hat, wo aber die K MnQ,-Loésung 
tropfenweise zugefiigt wurde, miissen zwei gleich grobe Quantititen 
der zu untersuchenden Fliissigkeit genommen werden, von denen die 
eine unter Priifung der Aldehydreaktion zur Bestimmung der zur 
Uberfiihrung des Urobilinogens in Urobilin notwendigen Tropfenzah 
die andere zur Bestimmung der Verdiinnung und zum spektrometrischen 
Vergleich verwendet wird. Zu dieser Fliissigkeit geben wir aber, da 
ja durch die Proben eine Vermindtrung der Quantitaét der Parallel- 
fliissigkeit stattfand, 1 bis 2 Tropfen des Oxydationsmittels im Uber. 
schuB. Das Urobilin ist, wenn wir auch leicht iiber den Endpunkt der 
Aldehydprobe hinausgehen, nicht so empfindlich wie etwa das Bilirubin 
oder Uroerythrin, welche durch Permanganat sehr rasch zerstirt 
werden. Es vertriigt auch einen kleinen Uberschu8 des Oxydations. 
mittels ohne Schidigung des Spektrums. DaB fiir spektrometrische 
Untersuchungen nur klare Lésungen verwendet werden diirfen, versteht 
sich von selbst. 


a) Die quantitative Urobilinbestimmung im Harn. 


Die quantitative Urobilinbestimmung im Harn mittels des Spektro- 
meters und der Vergleichskiivette ist ohne besondere Vorbereitung durch- 
fiihrbar in Fallen, wo der Urobilingehalt einigermaBen iiber die Norm 
erhéht ist, was bei mittlerer Harntagesmenge schon bei etwa 3 bis 4 mg 
pro die beginnt, oder wo wir bei der Aldehydprobe rétliche Farbung schon 
in der KAalte erhalten. Dann werden etwa 15 ccm der Harnmenge ab- 
gemessen, 2 bis 3 Tropfen konzentrierter reiner Salzsiiure und zwei Tabletten 
..Chromogenreagens“* hinzugefiigt. Die Eprouvette wird verschlossen, 
unter Umstiilpen gemischt, bis sich die Tabletten zum Teil gelést haben 


1 Zu beziehen in Osterreich durch die Heilmittelstelle, Wien III, in 
Deutschland durch Dr. Fresenius, Hirschapotheke, Frankfurt a.M., in 
der Tschechoslowakei durch ,,Medica‘’, Prag-Poric, in Italien durch Phar 
macia Dr. Zambeletti, Milano. 
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und von Zeit zu Zeit 1 cem der Fliissigkeit zur Aldehydreaktion genommen. 
Ist der Urobilinogengehalt hoch, dann kann die Zufiigung weiterer Tabletten 
oder die vorherige Verdiinnung des Harns notwendig sein. Nach voll- 
zogener Umwandlung des Urobilinogens in Urobilin wird vom ungeldést 
gebliebenen Anteil der Tabletten abgegossen, klar filtriert, der Becher 
fiir die spektrometrische Untersuchung mit etwa 10 ccm gefiillt und mittels 
der Trommel jene Schichttiefe eingestellt, bei welcher spektrometrische 
Gleichheit mit der Vergleichskiivette besteht. Ist dies schon bei einer 
Schichttiefe unter 2mm der Fall, so verdiinnen wir lieber die Fliissigkeit, 
um die bei so geringer Tiefe relativ gré8ere Fehlerquelle auszuschalten. 


Z.B. krupése Pneumonie. Tagesmenge des Harns 800 ccm, Aldehyd- 
probe stark positiv. 10cem des Harns werden mit 3 Tropfen HCl und 
Wasser auf 30 ccm aufgefiillt, daher dreimal verdiinnt, hierauf gut durch. 
gemischt. Dann wird eine Eprouvette mit 10 ccm der Verdiinnung gefiillt 
und die Oxydation mit den KMnO,-Tabletten in der geschilderten Weise 
vorgenommen. Die spektrometrische Untersuchung ergibt Gleichheit mit 
der 0,005-mg-Urobilinkiivette bei 8,6, 8,5 und 8,4mm Tiefe, im Mittel 
bei 8.5mm. Der Urobilingehalt dieses Harns betriagt daher pro die 


800.3. 20. 0,005 


28,2 mg. 
8.5 


Ist der Urobilinogengehalt des Harns niedrig, was wir an sehr schwacher 
oder fehlender Aldehydprobe und bei Harnen, die im Lichte gestanden 
sind, an sehr schwachem oder fehlendem Urobilinband bei saurer Reaktion 
erkennen, dann mu8 das Urobilin durch Ammonsulfataussalzung nieder- 
geschlagen werden. Zu diesem Zwecke fiigen wir zu 50 bis 100 ccm Harn, 
dem wir 3 bis 6 Tropfen HCl zugesetzt haben, in der Reibschale 40 bzw. 
80¢ Ammonsulfat in Substanz, zerreiben bis zur tunlichsten Lésung, 
filtrieren, bringen den feuchten Niederschlag in ein Pulverglischen, iiber- 
gieBen mit etwa 10 bis 15 ccm 90°,igen Alkohols, verreiben den Nieder- 
schlag, filtrieren und waschen einmal mit etwas Alkohol nach. Hierauf 
teilen wir in zwei Teile und verfahren unter Zusatz der 1°/gigen KMn0Q,- 
Lésung wie friiher beschrieben wurde. 

Z. B. Tagesmenge eines Normalharns 900 ccm, Aldehydprobe negativ. 
100 ecem, denen 4 Tropfen HCl zugesetzt wurden, werden mit 80 g Ammon- 
sulfat ausgesalzen und der Niederschlag mit Alkohol ausgelaugt. .In den 
erhaltenen 15 cem Alkohol ist die Aldehydprobe — 1:1 — schwach positiv. 
Die restlichen 14 cem werden in zwei Halften geteilt. Zur einen wird K MnO, 
tropfenweise unter Priifung der Aldehydreaktion bis zum Verschwinden 
derselben zugesetzt, die andere Halfte wird beiseite gestellt. Nach 2 Tropfen 
Permanganatzusatz ist die Aldehydreaktion verschwunden. Nun werden 
zur anderen Halfte 3 Tropfen Permanganatlésung hinzugefiigt, wodurch 
eine Volumenvermehrung von 7:7,2cem erfolgt. Die spektrometrische 
Untersuchung ergibt im Mittel aus drei Bestimmungen 9mm als jene 
Tiefe, bei welcher die Absorptionen gleich sind. Der Urobilingehalt pro die 


900. 15.7.2. 20. 0.005 
100 .7.9 


1,5 me. 


q s os - . 

Der Zusatz von Permanganat zur Uberfiihrung des Urobilinogens in 
Urobilin an Stelle der Einwirkung von Tageslicht erweist sich, abgesehen 
von der Zeitersparnis, auch darum als vorteilhaft, weil wir auf diese Weise 
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andere stérende Farbstoffe leicht beseitigen kénnen. Dies gilt vor all 

fiir das Uroerythrin, welches knapp vor dem Urobilin im Spektrum ein, 
Absorption hat und im Tageslicht verhaltnismaBig langsam verschwind:+ 
und fiir das Bilirubin, welches auch in der Gegend des Urobilinbandes das 
Licht absorbiert. Beide werden in schwach saurer Lésung durch Perma: 
ganat vollisténdig oxydiert. Auf diese Weise wird die spektrometrisc!. 
Untersuchung auf Urobilin auch dort méglich, wo wegen Bilirubingegenwart 
die Aldehydprobe versagt. In solchen Fallen miissen wir mitunter ein: 
gréBere Zahl der Tabletten des Chromogenreagens verwenden, bis di: 
Bilirubinfaérbung verschwindet!. Wir filtrieren und sehen sehr oft an Stell: 
der Bilirubinabsorption ein reines Urobilinband. Dieses Verfahren is: 
besonders wert voll dort, wo es sich um die Feststellung sehr geringer Urobilin 


Urobilinausscheidung im Harn. 





Bic. | Meme Alter Gew. Diagnose Urobilin pro die Bemerkungen 
Jahr kg mg 
1 | MW. 50 72 normal 0.9, 1,0, 1,5, 0.8, 1,7 
Ses « 59 72 ns 0,75 Nachmittag 
? ee 50 72 m 0.5 Vorm. u. Nacht 
4 RS. 38 68 Lues ree. 09 
5 ii J. R. 28 62 Rheum. artic. 0.7 
6 Sz kK. 42 65 Diabetes mell. 1,0 
7 DR. 36 58 Nephritis ac. 0.5, 1,5, 0,6 
8 8 Fille 32—56 — Tbe. pulm. grav. 2.0, 3,0, 5.0, 6.2, 9.0 
12.4 14, 24 
9'Q2.B. 2 59 Yyphus 4,0 
10 R.O.| 52 | 64 Emphysem 7,0 
11 | K.R.| 58 --- Myodeg. cordis 20, 10,5, 9,3, 7.4 
12) L.K.| 44 - Inkomp. Vitium 7,0, 9,5, 12 
13 || O.N. 54 63 Komp. s O08 
14 D.F., 29 32 Dysenterie 0,9 
15) LL.M. 34 58 Bleikolik 2.5, 8.0, 1,7 spast. Obstip 
16 OK... 45 Ca mammae 1,4 
17 || H.K.| 76 Ca ventric. 1,2 Sek. Anamie 
18 | PS. 44.65 Cholelithiasis 9,0, 12,5, 16 Ikterus 
19 | M.L 34 59 Ikter. kat. 0,75, 15, 38, 18, 
| 6,5, 2,2 
20 PK. 47 45 Leberfall, Ascites 20,0 
21/'90.M. 46 | 57 Cirrhos. hep. 55,0 
22; B.R.| 39 | 55 % ee, 11,3 
23. LN. 64 Choledochusverschl. Spur Ca? 
24 3 Fiille — Pneum. croup. 32, 28,2, 13,6 
23 , = » geheilt 0.7 1,2, 0,6 
26)G.W. 50 | 72 Potatorium 12,2 
— : : ‘- , > ' s 
27 | Q. L. 44 46 Anaemia pernic. 3.8, 4.5, 0,8 a 
Urobilin 
28 |i J. H. 40 60 fs . m.Fieber 16.5 
29) ¢9.s. 38 — 60 Anaemia secund. 1,2 "Nach Hamat: 
emesis 
30) RJ. 47 | 65 Myodeg. cord. ? 0,6 
31 LR 35 - Pneumonie ? 1,8 


1 Siehe auch Med. Klin. 1927, Nr. 50. 
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vengen gegeniiber viel Bilirubin handelt, wie z. B. bei zweifelhaftem 
volligen GallengangsverschluB. Ist dieser VerschluB8 ein absoluter, so 
jehlt auch bei sehr hohem Bilirubingehalt im Harn nach der Oxydation mit 
K MnO, jede Spur des Urobilinbandes. 

Die Gegenwart anderer Absorptionsbinder, wie z.B. des Kopro- 
porphyrins, stért den Nachweis des Urobilins nicht. Die Grenze fiir den 
exakten Nachweis des Urobilins auf spektrometrischem Wege liegt bei 
etwa 0,5 mg Ausscheidung pro die, eine Menge, die gewéhnlich nach oben 
iiberschritten wird. Erst bei noch geringerer Urobilinausscheidung kann 
eine diffuse Absorption im Spektralbereich des Urobilins die Sicherheit 
des Wertes beeintrachtigen. In vorstehender Tabelle sind einige Urobilin- 
werte im Harn zusammengestellt. 


b) Die quantitative Urobilinbestimmung im Stuhl. 


Bei der Urobilinbestimmung im Stuhl gehen wir von einer aliquoten 
Menge desselben aus. Da beim Stuhl nicht unbetrachtliche Schwankungen 
in der taglichen Ausscheidung vorkommen, ist es am besten, entweder von 
vornherein die Stiihle von 2 bis 3 Tagen, die unter Chloroformzusatz in 
einer gewogenen Schale aufbewahrt wurden, zu verarbeiten oder das Mittel 
aus mehreren aufeinanderfolgenden Tagesstuhlbestimmungen zu nehmen. 
Der Stuhl, dessen Gewicht bestimmt ist, wird in der Schale zu einem gleich- 
maéBigen Brei verrieben, hierauf werden 5g auf einem Filtrierpapier ab- 
gewogen, das Ganze in eine Reibschale gebracht und nach Zusatz von Reih- 
sand mit immer wieder erneuertem 96°,igen Alkohol, dem etwas Eisessig 
zugesetzt wird (ejwa 10°), verrieben und filtriert. Die auf dem Filter 
zuriickgehaltenen Stuhlteilchen werden mit Spatel tunlichst wieder in 
die Reibschale zuriickgebracht, dann wieder mit Fisessig-Alkohl verrieben, 
filtriert und dies so lange wiederholt, bis das Filtrat keine oder nur sehr 
schwache Aldehydreaktion mehr gibt. Hierzu ist je nach dem Urobilinogen- 
gehalt eine etwa sechs- bis zehnmalige Extraktion mit ungefaihr je 15 
bis 20cem Eisessig-Alkohol notwendig. Das Gesamtfiltrat wird ab- 
gemessen und die Aldehydprobe angestellt'. Bei starkem Ausfall der- 
selben kénnen wir zwei- bis dreimal verdiinnen, bei schwicherem ver- 
wenden wir das alkoholische Stuhlextrakt direkt. Fiir die Uberfiihrung 
des Urobilinogens in Urobilin brauchen wir je zwei gleiche Quantitaten 
zu 10 cem, die wir mit je 2 bis 3 Tropfen konzentrierter HCl, hierauf mit 
der 1°/igen Permanganatlésung in der beim Harn beschriebenen Weise 
bis zam Verschwinden der Aldehydreaktion versetzen. 

Z. B. Stuhl einer perniziésen Animie von 3 Tagen = 420 ¢. Hiervon 
wurden 5g abgewogen und mit Eisessig-Alkohol in der beschriebenen 
Weise zehnmal extrahiert. Das Filtrat betragt 230 cem. Die Aldehyd- 
reaktion ist sehr kraftig. 12cem werden mit einigen Tropfen HCl und 


‘ Die Aldehydreaktion kommt zwar auBber dem Urobilinogen auch 
dem Indol- und Skatol zu, doch treten diese Kérper quantitativ gegeniiber 
dem Urobilinogen so weit zuriick, daB Stérungen von dieser Seite nicht 
in Betracht kommen. Sie werden durch die KMnO,-Behandlung zerstért 
und verschwindet ihre Aldehydreaktion zugleich mit der des Urobilinogens. 
In ganz acholischen Stiihlen kénnte, trotz positiver, vor Indol herriihrender 
Aldehydprobe, Urobilin(ogen) fehlen, was wir bei der spektroskopischen 
Untersuchung unschwer erkennen werden. 
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mit Alkohol bis zur zweimaligen Verdiinnung, also auf 24 ccm, versetzt. 

\on dieser Verdiinnung wird in je 10 cem die Umwandlung des Urobilinogens 

in Urobilin vollzogen. Hierzu erweisen sich 6 Tropfen der K MnO,-Lésung 

als notwendig. Zu den zweiten 10 cem fiigen wir 7 Tropfen KMnQ,. 

Die Volumenzunahme betragt 10: 10,5 cem. Die spektrometrische Unter- 

suchung ergibt als Mittelwert von drei Bestimmungen 3,0: 20. Der Urobilin- 
420 . 230.2. 10.5. 20.0,005 


gehalt im Gesamtstuh! betragt daher - s- lo.3 1352.4 
o. e« 


oder pro die den dritten Teil = 450,8 mg. 


Da der Urobilingehalt auch normaler Stiihle relativ hoch ist, so bereitet 
die spektrometrische Untersuchung keine Schwierigkeiten. Andere endogene 
Farbstoffe pflegen fast nie bei der Untersuchung zu stéren. Koproporphyrin 
kann neben Urobilin vorhanden sein. Seine Bander Kegen aber bei saurer 
Reaktion auBerhalb der Urobilinabsorption. Auch bluthaltige Stiihle 
ergeben in der Regel keine Schwierigkeit bei der Bestimmung des Urobilins. 
Bilirubin ist mitunter vorhanden, wird aber durch das Permanganat 
zerstért, Uroerythrin fehlt gaénzlich. Dagegen ist es zu empfehlen, an 
den Tagen der Urobilinbestimmung einen zu hohen Chlorophyligehalt 
der Nahrung zu vermeiden, um nicht durch die Absorption dieses Farbstoffs 
gestért zu werden. Der geringe Chlorophyllgehalt einer normalen Durch- 
schnittskost stért jedoch nicht. 


Einige Urobilinbestimmungen im Stuhl von normalen und patho- 
logischen Fallen sind in vorstehender Tabelle angefiihrt. 


¢) Die quantitative Urobilinbestimmung in der Galle. 


Die Urobilinbestimmung in der Galle wird dadurch méglich, da®8 das 
Bilirubin bei seiner Oxydation mittels Permanganat in saurer Lésung 
volistaéndig verschwindet und dann das Urobilinspektrum sichtbar wird, 
welches wir durch Vergleich mit der Urobilinkiivette spektrometrisch aus- 
werten kénnen. Auf die Aldehydprobe als Kontrolle der Umwandlung des 
Urobilinogens in Urobilin kénnen wir dabei in der Regel verzichten, weil 
der zur Zerstérung des Bilirubins notwendige Zusatz des Oxydations- 
mittels auch das Urobilinogen gleichzeitig in Urobilin itiberfiihrt. Der 
Konzentrationsgrad des Urobilinogens ist, besonders in der Blasengalle. 
gewohnlich so groB, da8 wir von einer mehrfachen Verdiinnung der Galle 
ausgehen kénnen. Das Verfahren wurde vor allem fiir die Urobilin- 
bestimmung in Leichengallen, in einigen Fallen aber auch fiir Sonden- 
valle verwendet. 


Z.B. 40 cem Blasengalle von der Leiche. 10 ccm derselben wurden 
mit Wasser auf 100 ccm, somit zehnmal verdiinnt, gut gemischt und von 
dieser zehnfachen Verdiinnung wieder 10 ccm mit 40 cem 96 °,igen Alkohols 
auf 50 cem, also noch fiinfmal verdiinnt. Im ganzen liegt daher eine 50fache 
Verdiinnung der Galle vor. Von dieser Verdiinnung wurden 10 ccm mit 
3 Tropfen HCl versetzt und die Oxydation unter tropfenweisem Zusatz 
von 1°/,siger KMnO,-Lésung vorgenommen. Hierzu sind 8 Tropfen dieser 
Lésung notwendig. Das Bilirubin verschwindet unter dem Farbenspiel der 
Gmelinschen Reaktion vollstaéndig, und zum Schlu8 haben wir eine vor 
Urobilin rétliche Fliissigkeit vor uns, welche nach dem Filtrieren das Band 
dieses Farbstoffs scharf zeigt. Die Verdiinnung durch den HCl- und Per 
manganatzusatz betrigt 10: 10,6. Die spektrometrische Untersuchung 
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ergibt im Mittel von drei Bestimmungen einen Wert von 8:20. Die vor 
handene Leichengalle enthalt daher pro 100 cem 


100 . 50. 20. 10.6 . 0,005 


3 lo 66,2 mg-%. 


Einige Urobilinbestimmungen in der Galle sind im nachfolgende; 
zusammengestellt. 


Urobilinwerte in der Galle. 





Menge Urobilin 


Nr Name Diagnose Bemerk unger 
Jahr ccm mg:9/o 

1 K. N. 35. Tbe. pulm. 40 66 Leichengalle 

2 B.K. 32 = ee 40 63 - 

3 N_R. 28 Sepsis puerp. 45 12 - 

4 M. B. 53 Mesaortitis 42 24 . 

5 7. M. 65 Pneumonie 35 80 a 

6 Sch. L. 50 Care. uteri. 46 100 ‘ 

7 R. 0. 42 normal 60 2.5 Lebergalle 

ex vivo 

8 MK. 37 Verdacht auf 45 1.8 Ebenso 
Uleus duod. 

9 JR 45 Verdacht auf 12 12.5 Blasengalle 
Cholecystitis = ae 


Zusammenfassung. 


Es wird ein Verfahren beschrieben, mit welchem unter Zuhilfe 
nahme des neuen Spektromyters und einer Vergleichskiivette mit 
bekanntem Gehalt das Urobilin (Urobilinogen) im Harn, im Stuhl 
und in der Galle relativ leicht quantitativ bestimmt werden kann. 








Vor. 


iden 


lle 
D 


ilfe- 
mut 
tuhl 





Uber die obere Grenze 
der Wasserstoffzahl und Bicarbonatkonzentration des Harns. 


Von 
Fritz Mainzer. 


‘Aus der Medizinischen Abteilung des Stadtischen Krankenhauses Altona 
(Elbe). ] 


(Eingegangen am 7. Januar 1929.) 


Von Marshall (1) ist zuerst auf den erheblichen Fehler aufmerksam 
gemacht worden, der durch die Nichtbeachtung der CO,-Spannung 
bei Messung der Wasserstoffzahl des Harns entsteht. Der Fehler wird 
vor allem dann bedeutsam, wenn das Bicarbonat-Kohlensiurepuffer- 
system quantitativ fiir die Harnreaktion die ausschlaggebende Rolle 
spielt, also in alkalischen Harnen. 


Vom methodischen Gesichtspunkt aus haben sich weiterhin 
Mainzer (1) (2) sowie Beck und Lauder (3) mit dieser Frage beschiftigt 
Es war deutlich, daB die friiheren Angaben iiber die Grenze der Wasser- 
stoffzahl des Harns, denen Messungen ohne Vermeidung von CQ,- 
Verlust an der Luft zugrunde lagen, viel zu alkalische Werte erreichten. 
So findet sich bei Henderson (4) als obere Grenze der Wasserstoffzah] 
der Wert pa= 8,7. Waren diese Angaben unter Vermeidung von 
CO,-Verlust nachzupriifen, so trat die Frage nach der oberen Grenze 
der Wasserstoffzahl des Harns erneut in den Mittelpunkt. So konnten 
Beck und Lauder (l.c.) zu der Vermutung kommen, da der Harn 
lie Blutreaktion nicht nach der alkalischen Seite hin iiberschreite, 
allerdings eine Annahme, deren Nichtzutreffen eine von uns bereits 
mitgeteilte Beobachtung [.Mainzer (3)] dartat. 


Das aufgeworfene Problem ist aus doppeltem Grunde von _ be- 
sonderem Reiz: einmal steht die Wasserstoffzahl des Harns in ein- 
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facher funktioneller Beziehung zu seiner Bicarbonatkonzentration if 
Grund von Henderson-Hasselbalchs Gleichung: 


— pic + tog BHCOS 


da der Nenner des Bruches, die frei geléste CO,, nur von dem herr 
schenden CQO,-Druck und dem Léslichkeitskoeffizienten der CO, ab 
hangig, wenigstens der GréBenordnung nach im Vergleich mit dem 
Zahler als konstant gelten darf. 


Somit ist die Frage nach der oberen Grenze der Wasserstoffzah| 
des Harns verkniipft mit der nach der maximal méglichen Bicarbonat 
konzentration. Die Bicarbonatausscheidung aber ist nach unseren 
Untersuchungen ein wichtiger Koeffizient der neutralitatsregulierenden 
Funktion der Niere [Mainzer (1), Mainzer und Joffe (2)]. (Fiir di: 
Bicarbonatkonzentration selbst besteht eine analoge Abhangigkeit 
von der herrschenden CO,-Spannung wie fiir die Wasserstoffzahl mit 
den gleichen methodischen Konsequenzen. Diese Tatsache kann durch 
die Reaktionsformel 


B,HPO, + BH,PO,+ H,CO, <> BHCO,+ 2 BH,PO, 


dargestellt werden, wenn wir die Harnphosphate als Modell des kom 
plexen Puffergemisches ansehen, das der Harn darstellt.) 


Weiterhin aber fesselte die Fragestellung, weil physikalisch 
chemische und physiologische Gesichtspunkte in eigentiimlicher Ver 
kniipfung eine theoretische Voraussicht der gesuchten oberen Grenzen 
zu erlauben schienen. 


Als zweibasische schwache Siaure kann die Kohlensaure zwei 
Puffersysteme bilden, auf der einen Seite das Puffersystem: Bicarbonat- 
Kohlensaure, auf der anderen Seite das System: Bicarbonat-Carbonat 
Die Grenze beider Systeme entspricht dem Aquivalenzpunkt des Bi 
carbonats, in dem noch eine geringe Menge freie CO, und bereits eine 
kleine Quantitat Carbonat existenzfahig ist. Jenseits dieses Punktes 
nach der alkalischen Seite hin ist freie CO, nicht mehr existenzfihig 
Ein Harn, dessen Wasserstoffzahl einer reinen Bicarbonatliésung ent- 
spriche oder diese nach der alkalischen Seite hin iiberschritte, hatt: 
keine meBbare Kohlensiurespannung. Eine solche Annahme erschien 
wenn nicht unméglich, so doch unwahrscheinlich und fand auch kein 
Stiitze in unseren Messungen [ Mainzer und Shen (8)], die eine eindeutige 
Abhangigkeit der CO,-Spannung von der Wasserstoffzahl des Harn: 
nicht gezeigt hatten. Es erschien danach also der Aquivalenzpunkt 
des Bicarbonats als der obere Grenzwert der Wasserstoffzahl des Harns 
Die bei einer diesem Werte sehr nahe kommenden Wasserstoffzahl unc 
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den im Harn gegebenen CO,-Spannungen zu errechnende Bicarbonat- 
konzentration erschien von diesem Standpunkt als die hierfiir an- 
musetzende theoretische Grenze. 
Fiir die Berechnung des Aquivalenzpunktes des Bicarbonats 
haben wir die Gleichung [Noyes (9)] 
[H+] = } macro 
KK, +e 
worin AK, und K, die erste und zweite Dissoziationskonstante der (Og, 
¢ die Konzentration des Salzes bedeuten. Ist die Konzentration des 
Salzes gegeniiber K, sehr grob, wie das fiir alkalische Harne zutrifft, 
so kénnen wir fiir 
K,+c=c 
setzen und erhalten 
[H+] = VK, . K,. 
K,=3.i0". £,= 6.10%. 


Hieraus berechnet sich der Aquivalenzpunkt des Bicarbonats zu 
Pu - 8.37. 

Unsere Erwartung, da mit dieser Zahl die Grenze der Harn- 
alkaleszenz und Bicarbonatkonzentration gegeben sei, war im Experi- 
ment zu priifen. 

Zu diesem Zwecke wurden Alkalibelastungen an fiinf Frauen vor- 
genommen; bis zur Alkalivergiftung wurden zwei Versuche am Hund 
getrieben. 


Die Frauen erhielten peroral ein Carbonatgemisch von folgender 
Zusammensetzung : 


i OS ey wt 6 Sw eee 
SEE eee ee | 
EP ee eee ee 


Die Dosierung, ebenso mégliche Alkaliverluste durch Erbrechen oder 
Durehfalle sind aus Tabelle I ersichtlich, in der auch die Analysenergebnisse 
niedergelegt sind. 

Der Harn wurde durch Katheterismus unter Paraffin entleert und 
sofort analysiert. 

Der Hund erhielt in zwei Versuchen je 500 cem einer 6°, igen Natrium- 
carbonatlésung innerhalb 5 Minuten in die Jugularvene infundiert. 

Die Infusion hatte beidemal schwere Erscheinungen der  Alkali- 
vergiftung zur Folge. Es kam zu Dyspnoe, Tachykardie, Somnolenz, 
starkem SpeichelfluB, im zweiten Versuch zum Kollaps, der zu vorzeitiger 
Unterbrechung der Infusion bei 500 cem der Lésung zwang; Erholung 
trat innerhalb einer halben Stunde ein. Die Harnentnahme erfolgte durch 
suprapubische Blasenpunktion mittels Rekordspritze unter Vermeidung 
eines Vakuums. Der Spritzeninhalt wurde unter Paraffin entleert. Danach 
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Tabelle I. 
Harn Harn : Gesamt-C O, S iideats 
Dat Zeit || ee | ae bs Be kunge 
— Pu (20°) py (389) | Volo i stiehene —" 
Zander, 54,0 kg. 
4. XIL. — -- — _ 3x15 ¢ 
5X0. 9 § 810 815 | 3958 | 1767 hy 1pe 
13h 8,10 8,10 18h 15g 
6. XII. Qh 8,10 8,05 308.5 137,5 6b 15g Erbrechen 
10b30’ 8,10 8,10 10> 15g 
Kruse, 57,0 kg. 
4. XII. —_ _ = — ~ 3x15 ¢g 
5X - 7 On ORO F “T 6h idg 
5. XII. Qh 7,95 7,95 252,5 112,3 10h 15¢ 
ah ke a 
13 7,85 7,85 18h 15g 
6. XII. Qh 8,10 8,15 292.2 130.5 6b 15¢ 
1130’ 8,05 8,00 
Kurth. 
4. XII. - — -- -- -- 3x15¢ 
B.XI. | 9 | 800 | 805 | 2987 | 1811 | ,O 138 
13h 7,90 | 7,85 28 
18h 15g 
6. XIT. |, Qh 8,10 8,10 328,2 146.5 6b 15g 
11b 7,90 7,90 
Ferge, 87,0 kg. 
5. XI. -- -- _- — _ 2x15g 
6. XII. Qh 8,05 8,05 416,2 185,8 6b 15g — Erbrechen 
11h30’ 8,10 8,10 
7. XIL. — _- — — Carbonat ver: 
weigert 
Holtz, 51,6 kg. 
5. XII. = — - — 3x15¢ 
6.xI./ 9 | 810 | 805 || 8746 | 1672 | 0) 136 | Deratile 
11530’, 810 8,10 18h 156 
‘ log 
7. XI. Yh 8,05 8,00 335,7 | 149.9 6b 15¢  Erbrechen 


wurde spontane Entleerung der stets sehr reichlichen Harnmenge herbei 
gefiihrt, so daB die nachste Harnentnahme den in der Zwischenzeit sezer 
nierten Harn erfaBte. 


Die Messung der Wasserstoffzahl erfolgte in dem mit CO,-freiem 
Wasser aufs Doppelte verdiinnten Harn mittels der Michaelisschen Indi- 
katoren unter Luftabschlu8 durch fliissiges Paraffin bei 20 und 38°. Die 
Anderung der Dissoziationskonstante der Indikatoren mit der Temperatur 
wurde beriicksichtigt. In einem Falle erfolgte die Messung bei 38° durc! 
Vergleich mit einem Borax-HCl-Puffergemisch bekannter Wasserstoffzah! 
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mier Verwendung von Phenolphthalein als Indikator. Ablesungsfehler 
DH + 0,05. Bei den sehr diluierten Harnen diirfte der Salzfehler den 
Wert A pu 0,05 fiir Metanitrophenol keinesfalls iibersteigen. 


Der CO,-Gehalt wurde nach van Slyke und Neill (10) mittels des 
manometrischen van Slyke-Apparats (zweites Modell) bestimmt. Um die 
Messung méglich zu machen, wurde der Harn mit CO,-freiem Wasser unter 
Paraffin auf das Doppelte seines Volumens verdiinnt. 0,5ccm davon 
wurden jeweils analysiert. Doppelbestimmungen. Bei den groen Be- 
tragen des vorhandenen Bicarbonats darf ohne erhebliche Fehler die 
gesamte CO,-Menge als gebundene CO, angesehen werden. Der Fehler 
betragt im ungiinstigsten Falle des maximalen, von uns _ beobachteten 
CO,-Druckes im Harn von 105mm Hg und einer Léslichkeit der CO, 
wie in Wasser [a(CO,, 38°) = 0,555] 2°, der Gesamtmenge. 


‘abelle I]. 
Hund Senta. 25,1 kg. 


|. 5. Dezember. 10620’ bis 10525’ 500 ccm 6°(ige Sodalésung in die 
Jugularvene. Benommenheit, Dyspnoe. 











Harn Harn: Gesamt-C O, 
Zeit _— ———______ —— —_ 
Pu (20°) Pu (38°) VoL+®/ 4 Millimol pro Liter 
10b40’ 7,75 7,85 267,3 119,3 
12 30 8,10 8,15 345,3 154.1 
13 30 8,10 8,15 335.9 149.6 
16 8,10 8,15 305,8 136.5 


Il. 7. Dezember. 95 45’ bis 95 55’ 500 cem 6°ige Sodalésung in die Jugular- 
vene. Starkste Dyspnoe, Tachykardie, starke Speichelsekretion, Kollaps. 
Erholung in \% Stunde. 





Harn Harn : Gesamt-C O, 
Zeit SEEN REESE SL : 
Pu (20°) Pu (38°) Vol.s®/5 Millimol pro Liter 

10b45’ 8,10 8,15 320,3 143,0 
11 45 8,15 8,20 344.7 153,9 
12 45 8,25 8,25 382,6 170.8 
14 8,30 8,30 362.7 161,9 
15 30 7,80 7,75 


In den Versuchen am Menschen gelang es nicht, den Wert 
Pa = 8,15 (38°) zu iiberschreiten; ein Beweis dafiir, daB dieser Wert 
der oberen Grenze der méglichen Hydroxylionenaktivitat auberordent- 
lich naheliegt, sehen wir in der Tatsache, dab die Maximalwerte zum Teil 
bereits am zweiten Tage der Alkalizufuhr erreicht und trotz fortgesetzter 
Zufuhr nicht tiberschritten werden. Wir erblicken ein weiteres Argument 
darin, daB auch die bis zur Alkalivergiftung gefiihrte intravendse 
Zufuhr am Hunde im ersten Versuch diesen Wert nicht tiberschreitet 


11* 
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und daB seine Uberschreitung im zweiten Versuch, die mit Pu = 830 
(38°) unmittelbar bis an die theoretische Grenze fiihrt, nicht etwa auf 
eine Steigerung der Bicarbonatkonzentration — diese befindet s\ 
bei wachsender Wasserstoffzahl schon im Absinken —, sondern auf ein 
Verminderung der CO,-Spannung zuriickzufiihren ist. (Deren iiber. 
ragender Einflu8 wird aus einigen weiter unten mitgeteilten Be. 
rechnungen ersichtlich.) In diesem Zusammenhang ist es besonders 
bedeutsam, daB die héchste Bicarbonatkonzentration mit 416 Vol 
nicht einmal bei der briisken Alkalivergiftung des Hundes, sondern jn 
einem der Versuche am Menschen erreicht wurde. In der Umgebung 
von 400 Vol.-°,, scheint jedenfalls die tatsichliche maximale bj 
carbonatkonzentration beim Menschen zu liegen. Erhebliche Unter 
schiede zwischen der Niere des Menschen und des Hundes scheinen 
hinsichtlich dieser Funktion nicht vorzuliegen. 


Ein Uberschlag soll zeigen, wie sich die Grenze der Bicarbonat. 
konzentration auf Grund unserer theoretischen Voraussetzungen ziehen 
lieBe. Unter der Annahme, daB die Léslichkeit der CO, im Harn der 
im Wasser gleichkomme — ein maximaler Grenzwert — (c(sg0) = 0,555 
sind die Werte fiir verschiedene Wasserstoffzahlen und CQO,-Druck: 
aus Henderson-Hasselbalchs Gleichung 


‘ “+ Jog (BH COs] 
= Or 0 


errechnet. Es wurde der Berechnung, die — wie an anderer Stelle aus- 
gefiihrt [Mainzer und Joffe (7)] — im Harn nicht ganz zutreffende 
Werte fiir die scheinbaren Dissoziationskonstante der CO, px — 6.1 


zugrunde gelegt. 
Dann ergeben sich die Zahlen der Tahelle 111. 


Tabelle III. 





Wasserstoff, COzSpannung Soventration | Wasserstofl: COzSpannung  onecntratisn 
zahl “ : zahl . 
mm Hg Vol.+°/o mm Hg Vol. 
8,30 (38°) 105 1216 8,15 (38°) 105 859 
40 463 40 327 
20 232 20 164 


Die Tabelle zeigt zunachst, wie groB in alkalischen Harnen bei 
konstanter Wasserstoffzah] der Einflu8B der CO,-Spannung auf die 
carbonatkonzentration ist. Daraus erklirt sich die Tatsache, daf in 
unseren Befunden verschiedene Harne mit gleicher Wasserstoffzah! in 
ihrem Gehalt an gebundener Kohlensaure doch sehr wesentlich differen 


zieren. 
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Unter Zugrundelegung der maximalen beobachteten Werte fiir 
Wasserstoffzahl und CO,-Spannung des Harns wiirde sich die theo- 
retische Grenze der Bicarbonatkonzentration auf etwa 1200 Vol.-°,, 

. Millimol) berechnen. Das Zusammentreffen solcher extremen 
Voraussetzungen ist unwahrscheinlich. Die tatsachlichen Héchst- 
konzentrationen bleiben in der Tat hinter den theoretischen Grenz- 
werten weit zuriick. Noch etwas niedriger liegen die Werte von Davies, 
Haldane und Kennaway (11), sowie Davies, Haldane und Peskett (12), 
lie die maximale Bicarbonatkonzentration von anderen Gesichts- 
punkten aus untersuchten. Es ware zu erértern, wie weit die von diesen 
Autoren gefundenen individuellen Verschiedenheiten hier mabgeblich 
sind. GroBe Bedeutung kommt in dieser Hinsicht der in der Niere 
herrschenden CO,-Spannung zu. Wie wir an anderer Stelle gezeigt 
haben [Mainzer und Shen (13)}, liegen fiir das Bicarbonat im Harn 
grundsatzlich die gleichen Verhaltnisse vor, wie im Blut. Nach der 
methodischen Seite folgt hieraus (wie oben gesagt), dab die Bestimmung 
des Harnbicarbonats unter Innehaltung der  herrschenden CQ,- 
Spannung zu geschehen hat. Fiir die Physiologie der Harnsekretion 
ergibt sich weiterhin, daB die renale CO,-Spannung durch ihre Wirkung 
auf den Bicarbonatgehalt auch den Mineralstoffwechsel und die Neu- 
tralitatsregulation der Niere beeinfluBt. 

Aus dem von Haldane und seinen Mitarbeitern erhobenen Befund, 
daB die maximale Konzentration der Cl--Ionen und Bicarbonationen 
beim gleichen Individuum identisch ist, diirfen wir schlieBen, dab die 
hier vorgebrachten physikalisch-chemischen Beziehungen fir die 
Ricarbonatkonzentration nicht allein ausschlaggebend sind. So erkliirt 
sich die Tatsache, dai die auf Grund dieser Beziehungen errechnete 
maximale Bicarbonatkonzentration die gefundenen Werte weit hinter 
sich 1aBt. 

Zusammenfassung. ‘ 

Es werden Griinde dafiir geltend gemacht, dab die Wasserstoffzahl 
des Harns bei gebiihrender Beriicksichtigung der CO,-Spannung den 
Aquivalenzpunkt des Bicarbonats py = 8,3 nicht nach der alkalischen 
Seite hin tiberschreiten kann. 

Die Bedeutung dieser Begrenzung fiir die Bicarbonatausscheidung 
im Harn wird dargelegt, die auf Grund der Henderson-Hasselbalchschen 
Gleichung bei konstanter CO,-Spannung in einem einfachen funk- 
tionellen Verhaltnis zur Wasserstoffzahl steht. Unter den gegebenen 
Voraussetzungen wiirde sich die maximale Bicarbonatkenzentration im 
Harn auf rund 1200 Vol.-°,, (= 536 Millimol) berechnen. 


Die theoretischen Entwicklungen werden durch das Experiment 
gepriift : 
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1. durch perorale Verabreichung groBer Alkaligaben in fiinf \.. 
suchen am Menschen; 

2. durch intravenése Carbonatverabreichung bei zur Alkali 
vergiftung fiihrenden am Hunde. 

Die erhobenen Befunde [Grenzwerte: pg = 8,30 (38°), Bicarbonat 
416 Vol.-°,, (= 186 Millimol)] stehen hinsichtlich der Wasserstoffzah| 
im Einklang mit den theoretischen Entwicklungen ; fiir das Bicarhona: 
scheint die Grenzkonzentration durch andere Faktoren mit bedingi 


zu sein. 


(Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft und der Vereinigung zur Unterstiitzung 
der wissenschaftlichen Arbeit am Stadtischen Krankenhause Altona 
ausgefiihrt, denen auch an dieser Stelle Dank gebiihrt.) 
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Die Bestimmung der organischen Siuren 
und der an sie im Harn gebundenen basischen Aquivalente 
in kleinen Harnmengen. 


. Von 


Fritz Mainzer und Anna Joffe. 


[Aus der medizinischen Abteilung des stiédtischen Krankenhauses Altona 
(Elbe.)] 


(Eingegangen am 7. Januar 1929.) 


In einer friiheren Mitteilung [Mainzer und Joffe (1)] haben wir 
gezeigt, daB zur Aufstellung einer Bilanz der sauren und basischen 
Aquivalente die Kenntnis der im Harn bei seiner genuinen Wasserstoff- 
zahl an organische Séuren gebundenen Aquivalente notwendig ist 
Dieser Betrag ist in keiner Weise identisch mit der tiberhaupt im Harn 
vorhandenen Menge organischer Saureaquivalente, da die prozentuale 
Menge des freien und gebundenen Anteils ceteris paribus von der Wasser- 
stoffzahl des Harns abhingt. Wiirde es sich dabei durchweg um be- 
kannte und leicht zu bestimmende Korper handeln, so ware der gegebene 
Weg der einer quantitativen Bestimmung jeder einzelnen Saure und 
der Errechnung des freien und gebundenen Anteils aus den Disso- 
ziationskonstanten der Saéuren und der gegebenen Wasserstoffzahl 
des Harns. Als additive GréBe wiirde sich so die Gesamtmenge der an 
organische Sauren gebundenen Aquivalente ergeben. Dieser Weg ist 
nicht gangbar. Die in Betracht kommenden Sauren sind nicht aus- 
reichend bekannt und nicht in einfacher Weise zu isolieren. Ebenso- 
wenig sind Verfahren fiir unseren Zweck brauchbar, die nur die ather- 
lislichen Saiuren ihrem Aquivalenzwert nach bestimmen [Widmark (2)], 
weil hier vor allem die Harnséure auBer Betracht bleibt, die quantitativ 
von groBer Bedeutung ist. 

DaB gerade auch der in Ather nicht léslichen Fraktion unter pat hologi- 
schen Bedingungen Bedeutung fiir die Genese einer Naunynschen Azidose 
zukommt, zeigen die Befunde von Clausen (3) bei der Pneumonie. Es 
kam also nur ein Verfahren in Frage, welches nach Analogie der von 
van Slyke und Palmer (4) angegebenen Methode die Titration unmittelbar 
im Harn vornimmt. 
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Bei der Ausarbeitung unseres Verfahrens erschien es wiinschensw: 
Bestimmung: 


unter Anwendung geringer Harnmengen einwandfreie 


zu erzielen, um auch die Analyse 
méglich zu machen. Wir haben daher gleichzeitig das Verfahren \ 
van Slyke und Palmer zu einer Halbmikromethode ausgebaut. 


kurzfristiger 


Sammelperiod: 


Im folgenden seien nun zunachst die theoretischen Grundlage, 
des Vorgehens, dann seine Ausfiihrung geschildert 


Theorie. 


Aus dem Massenwirkungsgesetz kann bei Kenntnis der Dissoziation- 
konstante einer schwachen Saure abgeleitet werden, welche proze) 


tualen Anteile in Form des Salzes und 
Es gilt die Gleichung 
[Saure]  [H*] 
[Salz] k 


der freien Saure 


worin & die Dissoziationskonstante der Saiure bedeutet. 
Salz der schwachen Siure so lange starke Saure zutitriert, bis diese 
insgesamt frei gemacht ist, so miBt die verbrauchte Menge die Kon 
zentration der schwachen Saure ihrem Aquivalentwert nach. 


Wird zu « 


vorlieg« ! 


(1) 


lem 


Die von van Slyke und Palmer unter diesen Gesichtspunkten 
ausgefiihrten Berechnungen, die wir in Tabelle I iibernehmen, zeigen 
daB man die im Harn vorkommenden Sauren mit ausreichender Ge 
nauigkeit in dieser Weise titrieren kann, wenn man von py = 8.0) 


Pu == 2,7 titriert. 


Sauren des Harns. 


Tabelle I 


(nach van Slyke und Palmer). Berechnete Titrationswerte der schwache: 


bis 





Saar Digeosetione 
Harnsaure 1,5 .10-6 
Essigsaure : 1,8.10-5 
8-Oxybuttersaure 2,0. 10-5 
Milchsaure 14.1074 
Acetessigsiure 1,5.10~* 
Citronensdure . 2,0.10-4 
Ameisensaure . 2,.1.10-¢ 
Hippursaure 2,2. 10-4 


Pu 


Freie Saure bei 


= 80 


0,5 
0.0 
0.0 
0.0 
0,0 
0,0 
0.0 
0,0 


99,2 
99.0 
93.5 
93,1 
91,0 
90,6 
90,2 


Titriert von 


99,4 
99,2 
99,0 
93,5 
93,1 
91,0 
90,6 
90,2 


Ganz die gleichen Verhiltnisse liegen bei den schwachen Basen 
vor. Aus Tabelle II, die wir den gleichen Autoren entlehnen, geht 
hervor, daB innerhalb des Titrationsbezirks Kreatin, 


Kreatinin 


und 


a 





(1) 


dem 
liese 
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Aten 
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Tabelle Il 


ich van Slyke und Palmer). Berechnete Titrationswerte der organischen 
Basen des Harns. 





Titriert von 


Freie Base bei Pu = 5.0 
Basische bis Py = 2.7 
Base Dissoziations- - . ‘ 
konstante Pu = 80 pu = 2,7 berechnet beobachtet 
%» 0 P oj, 
Harnstoff. . . . 00015.10-8 100 99.7 03 0.2 
Kreatinin .... 181 .10-% 100 24,0 76 94 
Kreetinm ...../ 887 .10°% 100 12,3 87,7 60 
Ammoniak .... 1,5 .10~° 6,2 0 6,2 5,3-—6,0 


Ammoniak von Bedeutung sind. Werden diese Basen analytisch be- 
stimmt, so kann die entsprechende Korrektur angebracht werden 


Eine generelle Korrektur auf Grund der aus der Analyse von 
zahlreichen Harnen gewonnenen Mittelwerte, wie sie van Slyke und 
Palmer vorschlagen, erscheint uns wenig zweckmabig. 


Wird nun von py = 2,7 bis zur urspriinglichen Harnreaktion mit 
Lauge zuriicktitriert, so entspricht die verbrauchte Menge den im 
Harn an organische Sauren gebundenen Basen. Organische Basen 
bedeuten hier keine Stérung fiir die Ermittlung der gesuchten GriéBe, 
wenn diese in Prozenten der unkorrigierten Gesamttitration (organische 
Séuren) angegeben wird. Sonst kann auch hier eine Korrektur auf 
Grund der ermittelten Kreatin- und Kreatininwerte erfolgen. Der bis 
zum Titrationsexponenten titrierte Anteil dieser Basen wird aus Gesamt- 
menge und Dissoziationskonstante berechnet. 


Methode. 


25cem Harn werden mit 0,5g Caleitumhydroxyd (fein gepalvert) 
versetzt und unter mehrfachem Umschiitteln 30 Minuten stehen gelassen. 
Soll nur die Gesamtmenge der organischen Séuren bestimmt werden, so 
kommt man mit 10 cem Harn aus.) Dann wird abfiltriert, wobei die erste 
Halfte des Filtrats auf das Filter zuriickgegossen wird. Dadurch werden 
lie Phosphate und Carbonate des Harns, deren Pufferung die Titration 
stéren wiirde, ausgefallt. 

In vier Probierréhrchen von gleichem Durchmesser kommen je 5 cem 
des mit CO,-freiem Wasser auf das Doppelte verdiinnten Filtrats. Zwei 
lavon werden mit je 0,l ccm 1°,iger Phenolphthaleinlésung versetzt und 
mit n/4 HCl aus einer Mikrobiirette gerade bis zum Verschwinden der 
roten Farbe titriert (pq = 8,0). Die TropfengréBe der Biirette soll 0,01 cem 
nicht iibersteigen. Titration bis auf einen Tropfen deutlich. Im Gegensatz 
zur Titration der organischen Séuren ist die verbrauchte Menge bereits 
anzumerken, wenn die an organische Séuren gebundenen Basen bestimmt 


werden sollen. 
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Die weiteren Titrationsexponenten sind durch Vergleichspuffe: 
losungen charakterisiert. Me Illvaines (5) Phosphat-Citronensiurepuffer 
erschien uns besonders geeignet, weil er in dem ganzen benédtigten Bereic} 
von pa = 2,7 bis 8,0 mit zwei Stammlésungen auszukommen gestattet 
Wir lassen eine Tabelle der erforderlichen Standardgemische folgen; si: 
sind zweckmaBigerweise elektrometrisch zu kontrollieren. 


Tabelle III. 


Mac Illvaines Phosphat-Citronenséiurepuffer. 0,2 mol. Na,HPO,. 
0,1 mol. Citronensaéure. 








PH Phosphat Citronensaure Pu Phosphat Citronensaure 
2,6 2,18 17,82 6,2 13,22 6,78 
2,8 3,17 16,83 6,4 13,85 6,15 
44 8,82 11,18 6,6 14,55 5,45 
4.6 9,35 10,65 6,8 15,45 4,55 
4,8 9,86 10,14 7,0 16,47 3,53 
5,0 10,30 9,70 7,2 17,39 2,61 
5,2 10,72 9,28 7,4 18,17 1,83 
5,4 11,15 8,85 7,6 18,73 1,27 
5.6 11,60 8,40 7,8 19,15 0,85 
5,8 12,09 7,91 8,0 19,45 0,55 
6,0 12,63 7,37 


Wegen der hohen molaren Konzentration des Puffergemisches ist di: 
Verwendung von Indikatoren mit geringem Salzfehler wiinschenswert. 


Es werden nun in die beiden bis zum Phenolphthaleinumschlay 
titrierten Réhrehen je 3 Tropfen einer 0,1°,igen, wasserigen Lésung von 
p-Benzolsulfonsiurebenzylanilin (Kaliumsalz) gegeben und mit n/4 HC! 
weitertitriert. Als Vergleich werden je 5 ccm des Standardpuffergemisches 
ebenfalls mit 3 Tropfen Indikator versetzt. Es bewahrte sich uns, zuerst 
bis pa = 2,8, dann weiter bis pq = 2,6 zu titrieren. Das Mittel der Titrations- 
werte stellt bei der geringen pg-Differenz mit groBer Annaherung den 
Wert von py = 2,7 dar. Farbengleichheit ist bei dem von Gelb nach Rot 
gehenden Farbenumschlag bis auf einen Tropfen (0,01 ccm) genau er- 
kennbar, wenn gerade iibertitriert und der letzte zugesetzte Tropfen vom 
Verbrauch abgezogen wird. Unmittelbar vor Beendigung der Titration 
wird die im Vergleichsréhrchen befindliche Fliissigkeitsmenge durch 
weiteren Zusatz von Pufferlésung auf das Volumen des titrierten Harns 
gebracht. Der Farbvergleich erfolgt im Walpole-Komparator. Bei dem 
infolge der Verdiinnung nur sehr schwach gefirbten Harn ist die optisch: 
Addition der Harnfarbe zur Probe des Puffergemisches durch Hinter- 
schaltung eines entsprechend verdiinnten Harns iiberfliissig. 

Von der zwischen py = 8,0 und pg = 2,7 titrierten Menge werden 
0,05 cem abgezogen, der Betrag, welcher zur Erzeugung des _ gleichen 
pu-Sprungs in entsprechend vorbehandeltem Wasser notwenig ist (Leer- 
versuch). Der Rest, auf die Gesamtharnmenge bezogen, entspricht dem 
unkorrigierten Wert der organischen Séuren in Aquivalenten: 


a mt __ (cem: titriert — 0,05) x Harnmenge in ccm 
Millidquivalente = 10 ; : 
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In den beiden iibrigen Réhrehen wird jetzt die Titration der an die 
rganischen Séuren gebundenen Basen vorgenommen. 
Es wird jeweils die gesamte bisher titrierte Menge n/4 HCl zugesetzt 
Titration bis zum Phenolphthaleinumschlag + Titration der organischen 
Sauren), wodurch auch hier pq = 2,7 erreicht wird. Nunmehr wird mit 
n/4 NaOH bis zur urspriinglichen Harnreaktion unter Verwendung des ent - 
sprechenden Pufferstandards und eines geeigneten Indikators zuriicktitriert. 
Die zu verwendenden Indikatoren sind in Tabelle TV zusammengestellt. 


Tabelle IV. 
Wahl der Indikatoren. 





pu-Bereich* Indikator Losung a Bemerkung 
2,6—2,8 Benzolsulfon- wasserig 01%) 2—4 Tropfen 
siureazobenzyl- 

anilin 

4,4—5,4 Methylrot alkoholisch 2°99, 1—2 . Schnell ab- 
¥ blassend 

5,4—6,2 Bromkresol- ‘. 1% | 1—2 " 

purpur 4 
6,.2—6,8  Bromthymolblau rm 1%, 1—3 ‘ Wenn méglich 

? zu vermeiden 
6,8—8,0 Phenolrot - 1% 2—6 = roBer Salz- 
ehler 

8,0—8,4 ** Phenolphtha!ein - 1%) 1-3 ° 


* Bezeichnet nicht den ganzen Bereich des Indikators, sondern nur den von uns fir die 


Methode empfohlenen 
** Pufferlésung: Borat-HCleGemisch nach Michaelis. 


Liegt die Harnreaktion zwischen zwei Standardgemischen, z. B. bei 
pa = 5,5, so wird bis py 5,4 und weiter bis py 5,6 titriert. Die Be- 
rechnung kann bei der geringen Differenz so erfolgen, als ob die Anderung 
der Wasserstoffzahl in linearer Proportion erfolgte: es ist der Mittelwert 
emzusetzen,. 


Die Berechnung erfolgt in der fiir die organischen Siuren an- 
gegebenen Weise. 


In alkalischen und daher sehr bicarbonathaltigen Harnen besteht die 
Gefahr einer unvollstaéndigen Ausfaillung des Bicarbonats (iibersittigte 
Lésung). Auch kann sich, wahrend der durch Ca(OH), stark alkalisierte 
Harn an der Luft steht, wieder Carbonat bilden. Um den dadureh zu 
gewartigenden Fehler auszuschalten, kann nach der Vorschrift von Brock (6) 
verfahren werden. Die Proben werden in der beschriebenen Weise bis 
Pu = 2,7 angesfiuert, zur Entfernung der CO, im Wasserbad aufgekocht, 
abgekiihlt, mit CO,-freiem Wasser auf das markierte Anfangsvolumen 
gebracht und nun riickwarts mit n/4 NaOH bis zum Phenolphthalein- 
umschlag titriert. Das gleiche Vorgehen ist fiir die Titration der an die 
organischen Saéuren gebundenen Basen anwendbar (Titration bis zur Harn- 
reaktion). 


EiweiBgehalt des Harns macht die Anwendung des Verfahrens 


unméglich, infolge der Pufferwirkung des EiweiBes und des Eiweib- 








172 F. Mainzer u. A. Joffe: 


fehlers der Indikatoren. Essigsiure darf selbstverstandlich zur Au 
fallung des Harns nicht zugesetzt werden. Ist viel Eiwei8 vorhande: 
so fallt es bei momentanem Aufkochen vollkommen aus, so daB auc! 
mit Sulfosalicylsiure keine Triibung mehr eintritt. Linger dauernde. 
Kochen mub vermieden werden, um das Entweichen fliichtiger organ) 
scher Sauren zu vermeiden. In Harnen, die nur wenig Eiweil enthalte: 
ist eine Ausfallung auf diese Weise nicht zu erzielen. An die Stelle de; 
geschilderten Titration muB dann die elektrometrische Titration mi: 
der Glockenelektrode treten. Zur annahernden Wiederherstelluny 
seiner urspriinglichen CO,-Spannung ist der aufgekochte Harn mit 
einer Atmosphire von 40mm Hg CO,-Spannung in Ausgleich 2) 
bringen, bevor die Messung der Wasserstoffzahl erfolgt [.Mainzer (7) (8) 

Der Eiweibfehler soll durch drei Versuchsprotokolle erliutert 
werden. In den ersten beiden Versuchen wurde die Titration vor und 
nach Entfernung des Eiweibes durch Kochen bewirkt. Im dritten 
Versuch wurden einem eiweiBfreien Harn steigende Mengen Serum 
zugefiigt. 

Tabelle V. 
EiweiBfehler der Titration. 


Wettermann, 27. November. 





Organische Sauren unkorrigiert 








. ——_ —________ —_—— EiweiSgehalt 
memes PH EiweiSfallung ™**> Eiweiftallung (Kjeldahl) 
vor Eiweiffallung (Kochen) 
360 58 61,8 24.6 13,8 9'5o 
Tabelle VI. 
EiweiBfehler der Titration. 
Wiese, 28. November. 
Harnmenge PH na asa ey , eam seaet pe ma ony 
vor Enteiweifung nach (Kochen) . er 
880 6,15 53,7 48.4 Tribung 


Tabelle VII. 
EiweiBfehler der Titration. Zusatz von Serum zu eiweibfreiem Har 
van Helms, 30. November. 1490 ccm. py = 5,35. 





EiweiBgehalt 


Organische Sauren ~~ Fehler 

SS c sa oy Fo 
67,5 —_ as 
303,8 1,5 + 304 
483,5 3.0 L 621 
585,8 6,0 + 768 
992.0 12,0 + 1458 
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Ergebnisse. 


Die im folgenden mitgeteilten Ergebnisse sollen die Anwendung 
der Methode an Beispielen erlautern und die Erérterung der ein- 
hlagigen Probleme einleiten. Wie eingangs dargelegt, findet die 
litration der an die organischen Sauren gebundenen Basen ihre Stellung 
erst im Rahmen einer bilanzmaBigen Gesamtanalyse des Siurebasen- 
sleichgewichts im Harn. 


DaB das hier benutzte Prinzip der Titration der organischen Sauren 
brauchbar ist, ist durch die Arbeit von van Slyke und Palmer (1. c.) in 
Modellversuchen dargetan. Von ihrem Verfahren unterscheidet sich 
unser Vorgehen nur methodisch, nicht in seinen theoretischen Grund- 
lagen. So konnten wir uns damit begniigen, in Modellversuchen die 
Brauchbarkeit unserer zweiten Methode, die Titration der gebundenen 
Basen, zu erweisen. 


Die Titration der gebundenen Basen wurde in demselben Harn einmal 
nach Verdiinnung mit der gleichen Menge Wassers, dann nach Verdiinnung 
mit der gleichen Menge n/10 Essigséure vorgenommen. 

Aus der Gleichung 
[Saéure] , 


[Salz) ue 


[H*) 
ist die Menge Lauge zu errechnen, wenn vom Punkte py 2.7 zu einer 
heliebigen Wasserstoffzahl titriert werden soll. Dafiir ist zu beriicksichtigen, 
daB bei pa 2,7 die gesamte zugesetzte Saure frei ist, daB also die Kon- 
zentration des Salzes bei der erzielten Wasserstoffzahl der Menge der 
zugesetzten Lauge entspricht, die Konzentration der Séiure ihrer Anfangs- 
konzentration, vermindert um die durch die Titration erreichte Salz- 
konzentration. 

Wir bezeichnen die anfaingliche Séurekonzentration mit [HA], die 
bis zur gegebenen py titrierte Laugenmenge mit [7]; k und [H*] haben 
die iibliche Bedeutung. Dann ergibt sich aus Gleichung (la) 


[H A} 
{H}_ 
k 


In Tabelle VIII stellen wir die tatsachliche Mehrtitration nach Zusatz 
der Essigséure und die nach Gleichung (2) berechnete einander gegeniiber. 
Zur Titration wurden nur saure Harne gewahlt, weil oberhalb py 6.0 
die Pufferkapazitat des Acetatpuffers so gering wird, da® eine Ab- 
weichung von der Theorie nicht mehr ausreichend feststellbar ist. Bei 
dem Harn ,,Wiese, 28. November‘‘ wurde aus diesem Grunde eine 
zweite Titration nur bis zu dem willkiirlich gewahlten Punkte py 5,5 
durehgefiihrt. 


{T'] 
1 


Die Titration ergibt in zehn Versuchen Werte zwischen 90 und 104°, 
der Theorie, im Mittel 97°,. Mit Riicksicht auf die allgemeinen Grund- 
lagen des Verfahrens, wie sie in Tabelle I niedergelegt sind, darf dies Resultat 
als befriedigend gelten. 
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Tabelle VIII. 


Titration der an zugesetzte Essigsiure im Harn gebundenen basische: 
Aquivalente. 2,5cem Harn I. mit Wasser auf 5ccm aufgefiillt, IL. mi: 
n/10 Essigsiure auf 5ccm aufgefiillt. 





A B Cc D E 
Titrations- 
oT | Ba] co 
Bezeichnung Pu ni4 NaOH nl Ne von D 
ccm com 

Opper, >: ae 5,7 0,87 0,90 97 
zs 22. XI. 54 0,85 0,82 104 

a 23. XI. 4.95 0,56 0,62 90 
Hinrichsen, 25. Xl. . . 5,25 0,79 0,76 103 
r 26. XI. 5,13 0,66 0,72 92 
Wiedenhoft, * ba een pene 5.9 0,90 0,95 95 
Wettermann, 27. XI. . . 5,75 0,85 0,92 93 
Wiese, > Sa 6,15 0,99 0,95 102 
[titriert bis ..... 5.5 0,88 0,85 104) 
van Helms, 30. XI. . . 5,35 0,77 0,80 46 
3. XIL. 5,5 0,86 0,85 101 


” ” 


In Tabelle LX sind die Bestimmungen der organischen Séuren und 
der an sie bei der urspriinglichen Harnreaktion gebundenen Basen zusammen. 
gestellt. 

Die Analysen des Ammoniags [bestimmt nach Folin-Pinkussen (9)), 
der Harnsiure [bestimmt nach dem Prinzip von Folin-Shaffer (10), Mikro 
methode nach Eichler (unveréffentlicht)] und in einigen Fallen der 8-Oxy- 
butterséiure [bestimmt nach Engfeldts (11) Mikroverfahren], die im Hinblick 
auf die Methode von Interesse sind, haben wir angefiigt. 

Wie eingangs betont, sollen diese Analysen nur als Beleg des angegebenen 
Verfahrens dienen. Die Werte der organischen Sauren in den analysierten 
Harnen bringen nichts Neues. 


Uberraschend dagegen ist das Ergebnis fiir die an die organischen 
Sauren gebundenen Basen. 

Die Theorie 1a8t hier eine eindeutige Abhangigkeit der prozentualen 
Menge der Basenbindung von der Wasserstoffzah| nach Gleichung (1 a) 
erwarten. 

Diese Abhingigkeit fehlt in der Tat vollkommen. Die Menge der 
an organische Saiuren gebundenen Basen schwankt scheinbar regellos 
die Harne sind in Tabelle LX nach der Wasserstoffzah] geordnet 
zwischen 74 und 100°, des Gesamtbetrags. Das Ergebnis zeigt, dal 
andere Faktoren auf die Basenbindung von gréBerem EinfluB sind als 
die Wasserstoffzahl: die Basenbindung ist von der Starke der Sauren 
abhangig; je gréBer die Dissoziationskonstante der Saure ist, um »s0 
gréBer ist bei gleicher Wasserstoffzahl die prozentuale Menge ihres 
Salzes. 
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Wir schlieBen also aus dem Ergebnis unserer Analysen: Die Ve 
teilung der im Harn vorhandenen organischen Siuren auf solche mit 
grOBerer und kleinerer Dissoziationskonstante schwankt so stark, dai 
der vorhandene Einflu®B der Wasserstoffzahl des Harns auf die Basen 
bindung nicht in Erscheinung tritt. 


Zusammentassung. 


Es wird eine Methode zur Titration der organischen Sauren des 
Harns angegeben, wozu 10 ccm Harn ausreichend sind. 

Es wird eine Methode zur Titration der an die organischen Sauren 
bei der genuinen Harnreaktion gebundenen Basen angegeben. 

Die Basenbindung im genuinen Harn zeigt keine nachweisbare 
Abhiangigkeit von der Wasserstoffzahl, was auf den iiberragenden 
Einflu8 der wechselnden Natur der organischen Siauren (Dissoziations 
konstante) zuriickgefiihrt wird. 


[Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft und der Vereinigung zur Unter. 
stiitzung der wissenschaftlichen Arbeit am Stadtischen Krankenhaus 
Altona (Elbe) ausgefiihrt, denen auch an dieser Stelle Dank gebiihrt.| 
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1) Mainzer und Joffe, diese Zeitschr. 208, 50, 1928. — 2) ,Widmark, 
Skand. Arch. Physiol. 48, 61, 1926. — 3) Clausen, Arch. intern. Med. 35 


571, 1925. — 4) van Slyke und Palmer, Journ. biol. Chem. 41, 567, 1920. 
5) Mac Illvaine, ebendaselbst 49, 183, 1921. — 6) Brock, Zeitschr. f. Kinder- 
heilkde. 41, 378, 1926. — 7) Mainzer, Klin. Wochenschr. 7, 1353, 1928. 
8) Derselbe, ebendaselbst, im Druck. — 9) Pinkussen, Mikromethodik, 
2. Aufl. Leipzig 1923. — 10) Folin und Shaffer, Zeitschr. physiol. Chem 
24, 224, 1898; 82, 551, 1901. 11) Engfeldt, diese Zeitschr. 144, 556, 1924. 
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Wasserlésliches Phosphatid und Oxydase-(Nadi-)Reaktion. 
Von 
M. Gutstein. 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1929.) 


Das Problem des Stoff- und Gasaustausches des lebenden Orga- 
nismus wird von der Frage beherrscht, ob die tierischen und Pflanzen- 
zellen eine liickenlose anatomische Membran besitzen. Das groBe 
Tatsachenmaterial, das bisher iiber die elektiven Permeabilitatseigen- 
schaften der Zelle vorliegt, hat bekanntlich die Physiologen zu der 
Annahme veranlaBt, daB jede Zelle von einer solchen Membran, der 
sogenannten ,,Plasmahaut* (Pfeffer) umschlossen wird. Bekanntlich 
hat dann Overton auf Grund seiner eingehenden Permeabilititsstudien 
die Theorie aufgestellt, daB die Plasmahaut Lipoide, etwa Lecithin und 
Cholesterin enthalten diirfte. Da aber ,,an keiner normalen Zelle bei 
der mikroskopischen Betrachtung etwas von ihr (sogenannten Plasma- 
haut) zu entdecken gewesen ist’, so hat man sich von physiologischer 
Seite mit der Annahme einer physiologischen Membran zu _helfen 
versucht. Es mu daher als ein Fortschritt verzeichnet werden, dab 
es in den letzten Jahren gelungen ist, die Frage nach der Existenz 
einer besonderen Zellmembran einer Klarung zuzufiihren. Durch neue 
von mir ausgearbeitete Farbemethoden ist es gelungen, den Nachweis 
zu fiihren, daB jede Zelle eine liickenlose anatomische Membran besitzt, 
die sich in einer Kontrastfarbe zu den iibrigen Zellbestandteilen (Kern, 
Protoplasma, Granula) farberisch sichtbar machen labt. Dieser Nachweis 
ist von mir zuerst an Bakterien- und Hefezellen (1) und spater auch 
fir tierische Zellen [Organzellen (2), Erythrocyten, Leucocyten (3)]} 
geliefert worden. 

Mit Riicksicht auf die Overtonsche Theorie muBte, nachdem die 
Zellmembran mikroskopisch sichtbar gemacht worden war, die Frage 
nach ihrer chemischen Zusammensetzung zu kliren versucht werden. 
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Es ist nun bemerkenswert, daB es uns gelungen ist, aus den Hele 
zellmembranen nach kurzer Vorbehandlung der Zellen mit heiber, ver. 
diinnter Salzsiure durch Alkoholextraktionen ein phosphorhaltiges 
Lipoid zu erhalten (4). Wahrscheinlich ist das Phosphatid in der Hefe 
zelle in gebundener Form enthalten. Da die Membran der tierischen 
Zelle sich farberisch und in bezug auf ihre Léslichkeitseigenschaften 
wie die der Hefezelle verhalt, so darf man wohl auch eine ahnliche 
chemische Zusammensetzung, naimlich ein gebundenes Phosphatid 
annehmen, trotzdem dessen chemische Isolierung bei der tierischen 
Zelle bislang noch nicht gelungen ist. 

Naheren AufschluB iiber die chemische Natur des Phosphatids der 
Pflanzenzelle brachten die Untersuchungen von Hansteen Cranner, der avs 
Pflanzen (Erbse, Méhren usw.) durch Wasserdialyse wasserlésliche Phx s- 
phatide chemisch rein darstellen konnte (1922*). Auf diese sehr wichtigen 
Befunde Cranners ist die Aufmerksamkeit in Deutschland erst durch die 
bestatigenden Nachuntersuchungen von Grafe und Mitarbeiter gelenkt 
worden (5). Sehr wichtig zu betonen ist die Tatsache, da®B es sich nicht 
um Phosphatide handelt, die nach der Definition von J. Bang in Alkohol, 
Ather usw. léslich sind. Vielmehr sind die Phosphatide Hansteen Cranners 
in diesen indifferenten Lésungsmitteln véllig unléslich, dagegen sind sie 
bemerkenswerterweise leicht wasserléslich. Sie bestehen aus einem Diamin»- 
monophosphatid (also einem dem Lecithin ahnlichen Phosphatid) und 
akzessorischen Gruppen, und zwar einem héheren Kohlenhydrat, sowie 
einem Pigmentkérper. 


Diesen sogenannten nativen wasserléslichen Phosphatiden kommt 
nach meinen Untersuchungen eine wichtige biologische Bedeutung zu 
So treten, wie wir zeigen konnten, bei der chemischen Desinfektion 
mit Schwermetallsalzen die Zellmembranphosphatide in Wechsel- 
wirkung, wahrscheinlich chemischer Natur, mit den Metallkationen (6) 
Ebenso konnte bei der Einwirkung von basischen Farbstoffen auf 
lebende Hefe und Bakterienzellen eine ahnliche Rolle der Phosphatide 
wahrscheinlich gemacht werden (6). 

Vor allen Dingen aber ist es aéuBerst interessant, daB den Zell 
membranphosphatiden bei einigen vitalen Vorgiingen in der Zelle eine 
entscheidende Rolle zukommt: ich meine Oxydoreduktionsvorgange der 
lebenden Pflanzenzelle, die nach unseren Untersuchungen sich auf ein 
solches wasserlisliches Phosphatid zuriickfiihren lassen. 


Fiir die folgenden Untersuchungen stand mir ein Erbsenphosphatid 
zur Verfiigung, das von Magistris nach Cranners Angaben dar- 
gestellt und mir liebenswiirdigerweise iiberlassen worden ist. Das 
Phosphatid ist ein gelbes Pulver, das sich in Aqua dest. mit gold- 
gelber Farbe list; es ist sehr hygroskopisch und gegen hohere 


* Vgl. Planta 55. 
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femperaturen sowie gegen Licht sehr empfindlich, wobei es sich in 
eine klebrige Masse verwandelt. Es muBte deshalb in einer dunklen 
Flasche im Eisschrank aufbewahrt werden. 


Oxydase-Nadi-Reaktion. 


Die wisserige Lésung des Phosphatids (2°,,) gibt nun auffilligerweise 
mit a-Naphthol] + p-Phenylendiamin eine kraftige Indophenolblausynthese 
in vitro (Nadireaktion). Es wurde besonderer Wert darauf gelegt, diese 
Eigenschaft des Phosphatids in qualitativer und quantitativer Hinsicht 
mit der gleichen Wirkung der Pflanzenzelle zu vergleichen. Als Vergleichs- 
bjekt diente frische Bickerhefe; die Reagenzien fiir die Indophenolblau- 
synthese wurden nach Léles (7) Angaben hergestellt, und zwar a-Naphthol 
in physiologischer Kochsalzlésung (ein gehaufter Teeléffel auf 400 cem) 
nd p-Phenylendiamin in Aqua dest. Fiigt man je 0,5 cem dieser beiden 
irisch hergestellten Reagenzien, also in neutraler Lésung, zu 1 cem einer 
0°.igen Hefesuspension im Reagenzglas und schiittelt kriftig, so tritt 
nach wenigen Minuten eine violette Farbe auf, die sich nach einigen Minuten 
in Dunkelblauviolett umwandelt.  Mikroskopisch sind zahlreiche blaue 
Kornchen innerhalb der Zellen zu sehen. La&Gt man die auf diese Weise 
erhaltene dunkelblauviolette Hefesuspension stehen, so tritt rasch, nach 
lem Sedimentieren der Hefe im Reagenzglas, eine fast vollstandige Ent- 
larbung ein (nur der obere Rand der Fliissigkeit ist noch etwas hellblau 
vefarbt). Durch erneutes Schiitteln kann die Farbe wieder hergestellt 
werden, um beim Stehen wieder zu verschwinden. Der Vorgang kann 
beliebig oft wiederholt werden. Fiigt man J] cem einer H,O,-Lésung (3°, ig) 
hinzu, so tritt die Blauviolettfarbung durch die zahlreich aufsteigenden 
0-Blischen — Hefe gibt eine starke Katalasereaktion auch ohne 
Schiittteln auf, und die Reduktion (Entfarbung) tritt nunmehr nur sehr 
langsam ein. Dieser Versuch lehrt also, daB lebende Hefezellen a-Naphthol 
~ p-Phenylendiamin, die spontan nur sehr langsam oxydiert werden, bei 
Sauerstoffzufuhr rasch zu Indophenolblau oxydieren, dagegen bei Luft- 
abschluB den Farbstoff wieder véllig zu reduzieren vermégen. Im Gegensatz 
zur Hefesuspension vermag das Phosphatid den einmal gebildeten Indo- 
phenolblaufarbstoff nicht zu entfirben. Da a-Naphthol + p-Phenylen- 
liamin auch spontan, allerdings sehr langsam, an der Luft oxydiert werden, 
wurden bei den zu beschreibenden Versuchen stets mehrere Kontrollen 
angestellt, um eine eindeutige Ablesung der Ergebnisse zu ermdglichen. 
Die Kontrollen (1 cem NaCl bei den Hefe- und 0,5 com Aqua dest. bei den 
Phosphatidversuchen + je 0,5cem der beiden Nadireagenzien) zeigten 
nach 24 Stunden einen leicht bléulichen bzw. blauvioletten Schimmer. 
Das Ergebnis der Nadireaktion wurde bei Hefe und Phosphatid als negativ 
bezeichnet, wenn die Reagenzglaser sich nicht von den Kontrollen unter- 
schieden. 


In einer Versuchsreihe wurde die kleinste Menge von Hefe und 
Phosphatid bestimmt, die nach 24 Stunden noch eine deutlich positive 
Nadireaktion gab. 


Wie die nachstehende Tabelle I ergibt, zeigte Hefe zwischen 0,002 und 
1,0002 ¢ und das Phosphatid zwischen 0,0001 und 0,00001 g noch eine 
positive Nadireaktion. 


12° 
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Tabelle I. 


Oxydationskraft von Hefe und Phosphatid. 0,5 cem Naphthol + 0,5 
p-Phenylendiamin + 





Phosphatid 
Hefe in 1 com NaCl-Lésung . 
in 0,5 com Aqua dest. in 0.5 com NaCl-Lésuny 
oe ‘lp Std. 24 Std. wees ly Std. 1 Std. 24Std. t/y Std. 1 Std. 24 Sta 
0,2 dunkel- dunkel- 0,01 blau dunkel- dunkel- blau dunkel- dunke! 
blau blau blau blan- blau blew 
violett Violett 
0,02 . blau 0,001 hell- " = hell- blau 
blau blau 
0,002 — is 0,0001 : blau blau a - wenig 
! lu 
0,0002 - _ 0,000 01 _— _- 
0.00002 — — 0000001 — s: as i 


Kontrolle - - Kontrolle . - - _ 


In einer zweiten Versuchsreihe wurde eine noch genauere Bestimmung 
der kleinsten Hefe- und Phosphatidmenge vorgenommen, und zwar indem 
die Ausgangskonzentration der beiden Substanzen, jedesmal um die Halfte 
verdtinnt, in den gleichen Fliissigkeitsmengen gelést und auf eine positive 
Nadireaktion untersucht wurden. 


Tabelle II. 


Oxydation von Hefe und Phosphatid. 0,5 cem Naphthol + 0,5 cem 
p-Phenylendiamin + 





Hefe in 1 com NaCl-Lésung Phosphatid in 0,5 ccm Aqua dest 
oY ‘fy Std. Std. 24 Std. —— \y Std 1 Std. 24 Std 
0,2 dunkel- dunkel- dunkel- 0,01 blau  dunkel- dunke! 
blau blau blau- blau blan- 
violett violet 
X 445 ‘ - * X %, > . 
X ', » ° 8 X ', . blau 
X ¥/, blau - X MN, . - 
X Nig - blaun dunkel- X '4¢ ‘ ® 
blau 
X Ngo . » blau X Neg ‘ ‘ . 
X "Ne, hellblau . hellblau X M6, hellblau hellblau blau 
X "hes wenig hellblau wenig X "Nias ‘ a hellblau 
blaulich blaulich 
X ase ad wenig 7 X "one - ” 
0,0008 blaulich = 0,00004 
X “ois _ “ X "519 
X "hove - ae = X "rose =, 
xX ! 2048 Cte >. vi ‘ 2048 ‘A 
Kontrolle - — - Kontrolle 
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Demnach gaben '/,4.0.2= 0,0008g Hefe und !),..0,01 

0,00004 g Phosphatid im Vergleich zu den Kontrollen eine positive 

Oxydasereaktion. Das Phosphatid erwies sich also 20mal so stark wie 
liv gleiche Gewichtsmenge frischer Hefe. 

Diese Versuche erméglichen nur einen Vergleich zwischen der 
Oxydasewirkung der kleinsten Menge von Hefe und Phosphatid. 

Zur Bestimmung der gesamten Oxydationskraft dieser beiden 
Substanzen habe ich Versuche mit Rongalitweif (RW.) angestelit. 
Das RW. ist eine durch Rongalit und verdiinnte H Cl entfarbte Methylen- 
blaulésung. Es wurde versucht, diejenige Menge RW. zu bestimmen, 
die von 0,2 g Hefe und 0,01 g Phosphatid zu Methylenblau oxydiert 
werden. Leider erwies sich das RW. dafiir ungeeignet, da es, den 
Kontrollen hinzugesetzt, an der Luft ebenfalls blau gefarbt wurde, 
iso durch Verdiinnung sich spontan durch den Luftsauerstoff oxydiert. 

Da die Nadireaktion von manchen Autoren als Enzymwirkung 
ugesehen wird, so war es von Interesse festzustellen, ob das wasser- 
lisliche Phosphatid auch andere Fermentreaktionen der lebenden 
Zelle bewirken kann. Die daraufhin angestellten Versuche ergaben 
jedoch, daB nur die Nadireaktion in spezifischer Weise vom Phosphatid 
geliefert wird; im Gegensatz zur Hefezelle vermag es aus H,O, 
keinen Sauerstoff zu entwickeln (keine Katalasewirkung). Auch 
lie Benzidinoxydase und Benzidinperoxydase fallt beim Phosphatid 
negativ aus. 

Hatten diese Untersuchungen ergeben, dab eine bestimmte 
hemische Zellsubstanz, nimlich das wasserlésliche Phosphatid, in 
gleicher Weise wie die Hefezelle, eine Oxydasewirkung erkennen abt, 
so drangte sich die Frage auf, ob die Reduktionswirkung der Pflanzen- 
zelle ebenfalls durch dieselbe Substanz bedingt sein kénnte. Die An- 
nahme lag um so naher, als bereits Hansteen Cranner und andere 
Autoren festgestellt haben, da®B diese Phosphatide Fehlingsche Lésung 
reduzieren. Unsere Versuche zeigten ebenfalls, dab das Erbsen- 
phosphatid verschiedene basische Farbstoffe (Methylenblau, Nilblau) 
mu entfirben vermag. Mit Riicksicht auf die Tatsache, dab dieselbe 
Substanz bei Luftzutritt auch oxydierend wirkt, wurde zur genauen 
estimmung der Reduktionswirkung Kaliwmpermanganat verwendet, 
las nach seiner Reduktion zu MnQ, nicht wieder oxydiert wird. Auch 
hier wurden die Versuche bei newtraler Reaktion mit Hefe und Phosphatid 
ingestellt. 


Es wurden 0,5 com einer !/; 999 KMnO,-Lésung zu einer Reagenz- 
glasreihe hinzugesetzt, die absteigende Mengen von Hefe und Phosphatid 
enthielten. Das Ergebnis der Versuche wurde nach !. und 24 Stunden 
abgelesen (nach Vergleich mit den Kontrollen). 
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Tabelle III. 
Reduktionskraft von Hefe und Phosphatid. 0,5ccem KMnO (?/,,, 





Hefe in 1 com NaCl-Lésung Phosphatid in 0,5 ccm Aqua dest 
Hete Lj Std 2% Std Phosphatid tly Std. 24 St 
g g 

0,2 gelb farblos 0,1 gelb brau 
X 1, dunkelgelb heligelb X 1, gelbbraun 
X }/, braungelb braun X . z 
X 7g > bs X gelbrot eo 
X "Vi¢ braunrot * X "Nig rot 
X "se in 7 X "Igg weinrot ‘ 
X Ne, weinrot K X Me, hellviolett gelbrot 
X "/i98 hellviolett braun. Nd. X "ies m 

hellviol. FI. 

xX! 256 ” ° X 3 256 ” blutrot 

0.0908 0,000 04 
X MNei0 ~ -- X Nsi9 - hellviolet: 
X "hoa X "024 
X "/o048 X “/eoas 
Kontrolle Kontrolle 


Demnach gaben 0,0008 g Hefe und 0.00004 g Phosphatid noc! 
eine deutliche Reaktion im Vergleich zu den negativen Kontrollen 
Auffalligerweise erhalt man also bei den Reduktionsversuchen dieselben 
Gewichtszahlen wie bei der Oxydasereduktion. 

Mit Hilfe des KMnO, konnte die Reduktionswirkung von Hef 
und Phosphatid auch quantitativ bestimmt werden. 


Tabelle IV. 


Gesamtreduktionskraft von Hefe und Phosphatid. Farbe nach 24 Stunden. 





0,01 g Phosphatid gelést in 


1 °/,iges 0,2 g Hefe in lcom NaCl — 
K MnO, 0,5 com Aqua dest. 05 ccm NaC! 
ccm Niederschlag Fliissigkeit Niederschlag Fliissigkeit Niederschlag  Flissigke: , 
1 dunkel- farblos dunkel- = farblos = dunkel- —_farblos ; 
braun braun braun | 
2 
3 . 3 . ° ” . \ 
4 os hellviolett braun hellviolett e etwas 
viol tt u 
5 - - % a braun i. [ 
6 . dunkel- Me violett a violett 
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8 ” = - dunkel- = dunke d 
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10 » . » e » _ 
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Die gesamte Reduktionskraft von 0,2 g Hefe und 0,01 g Phosphatii & sx 
betragt also 3 ccm einer 1 °,,igen K MnQ,-Lésung, die dabei vollstindig k 
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zu MnO, reduziert wird. Auch hier entfaltet also das Phosphatid eine 
2(:mal so starke Reduktionswirkung wie die gleiche Gewichismenge frischer 
He fe 

Wie eingangs erwahnt, wurden die beschriebenen Versuche iiber 
die Oxydase und die Reduktionswirkung mit einem wasserlislichen 
Erbsenphosphatid ausgefiihrt. Da wir aus technischen Griinden zum 
Vergleich lebende Hefezellen verwendet haben, so war es von Wichtigkeit, 
festzustellen, wie sich ein aus demselben Material dargestelltes Phosphatid 
verhalt. Ein nach Cranners Angaben auf meine Veranlassung isoliertes 
wasserlésliches Phosphatid aus Hefe zeigte in der Tat eine kriftige 
Oxydase- und Reduktionswirkung. 

Selbstverstandlich hat die Tatsache, daB das wasserlisliche 
Phosphatid, also eine organische Verbindung, reduzierend wirkt, nichts 
Auffalliges an sich, da es sich ja um eine Eigenschaft handelt, die vielen 
organischen Substanzen eigentiimlich ist. Besondere Bedeutung hat . 
die Reduktionswirkung jedoch aus dem Grunde, weil sie von einem 
chemischen Kérper herriihrt, der gleichzeitig auch oxydierend wirkt, 
wie die positive Nadireaktion zeigt. 

Hinsichtlich der Schnelligkeit, mit der Oxydasereaktion und 
teduktion bei Hefe und Phosphatid auftraten, sind noch folgende 
Punkte bemerkenswert: Die Reduktion des zagesetzten K MnO, durch 
0.2 g Hefe und 0,01 g Phosphatid erfolgte etwa gleich schnell (gelbbraun 
nach 2 Minuten, gelb nach 6 Minuten und brauner Niederschlag nach 
24 Stunden). Dagegen war die Nadireaktion bei Hefe viel schneller 
zu beobachten, z. B. war nach 70 Sekunden hellviolette, nach 3 Minuten 
violette und nach 3°, Minuten dunkelblauviolette Farbung zu kon- 
statieren (Versuch mit | cem der 20°, igen Hefesuspension + 0.5 cem 
a-Naphthol + 0,5 cem p-Phenylendiamin). Die Farbung trat nur nach 
kraftigem Schiitteln auf, im Gegensatz hierzu war beim Phosphatid 
eine deutliche Blaufarbung erst nach ' Stunde zu beobachten, wobei 
das Schiitteln keinen sicheren EinfluB erkennen lieB. Ein abweichendes 
Verhalten zeigte sich ferner in dem Umstande, daB bei der Hefesuspension 
die durch Schiitteln erhaltene blauviolette Farbung nach einigen 
Minuten fast vollstandig wieder verschwand. Hingegen zeigte das in 
Aqua dest. geléste Phosphatid beim Stehen keine Entfairbung, héchstens 
in sehr starken Verdiinnungen wies es eine geringe Reduktion auf. 
Dieses abweichende Verhalten von Hefe und Phosphatid hinsichtlich 
der Oxydasereaktion kann meines Erachtens durch die Verschiedenheit 
der Versuchsbedingungen erklart werden; wihrend beim Phosphatid 
eine gleichmdpige Verteilung der wirksamen Substanz im Lésungs- 
mittel vorhanden ist, handelt es sich im Hefeversuch um eine Suspension 
sehr zahlreicher korpuskularer Elemente (Zellen) in physiologischer 
Kochsalzlésung. Im letzteren Falle ist also das wirksame Agens auf 
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eine grobe Oberflache verteilt, so daB beim Schiitteln an der Lui 
also Zufuhr von inaktivem Q,, eine schnellere Oxydation bewirkt 
werden kann. Andererseits sind bei der Hefesuspension neben ey 
Oxydation auch die Reduktionsbedingungen begiinstigt, da nach dem 
Sedimentieren der Hefezellen durch die dariiber befindliche Fliissigke; 
ein fast vollstandiger LuftabschluB verursacht wird. 

Wenn unsere Versuche demnach lehren, daB ein natives, wasser 
lésliches Phosphatid, das neben einem Lecithinkern noch ein Kohile 
hydrat und eine Pigmentgruppe enthalt, sowohl Oxydase- als auch 
Reduktionswirkung aufweist, so ist es wichtig, hervorzuheben, «aj 
von Phosphatiden, die nur aus einem Lecithinkern bestehen, bereits 
eine Reduktionswirkung in der Literatur beschrieben ist. So hat 
S. Frénkel (8) von einem aus der Niere dargestellten alkoholléslichen 
Diaminophosphatid eine Reduktionswirkung gegeniiber Methylenblau 
beschrieben. Frdnkel(8) und Mitarbeiter haben auf Grund dieser 
Beobachtung eine besondere Theorie der Atmung (Gewebsatmung 
durch Intermediarkérper) aufgestellt. Ob diese Substanz auch Oxydase 
reaktion gab, ist in den Arbeiten dieser Forscher nicht erwahnt. 


Einen ursaéchlichen Zusammenhang zwischen Atmung der Pflanzen 
und P-haltigen Lipoiden haben ferner W. Palladin(9\ und Mitarbeiter 
nachgewiesen. Dieser Autor konnte namlich zeigen, daB Extraktion 
von Weizenkeimen mit verschiedenen Lésungsmitteln (Aceton, Benzo, 
Chloroform) um so schidlicher auf die CO,-Ausscheidung der abgetéteten 
Pflanzen wirkt, je mehr Lipoide und Phosphor ihnen durch die Extraktion 
entzogen wird. Palladin hat wieder die Hypothese aufgestellt, dali ie 
Pflanzenatmung auf sogenannten Atmungspigmenten, Substanzen un- 
bekannter chemischer Natur, beruhe, die er aus wasserigen Pflanzen. 
extrakten durch Oxydation erhalten hat. Es drangt sich die Annahme auf, 
daB die Atmungspigmente Palladins mit den von uns untersuchten wasser- 
léslichen Phosphatiden verwandt sind, da letztere, wie bereits erwahnt, 
eine Pigmentgruppe enthalten, die sich nach hydrolytischer Abspaltung 
mit Saéuren intensiv rot farben. Wahrend aber die Palladinschen Atmungs- 
pigmente Pflanzenextrakte darstellen, die ziemlich verunreinigt waren 
sie enthielten neben P noch Fe und Ca —, haben wir die beschriebenen 
Versuche mit einem chemisch einheitlichen und gut charakterisierten 
Kérper (der kein EiweiSkérper ist) angestellt. Mit Riicksicht auf die Warburg- 
sche Theorie, die alle Oxydationsprozesse der Zelle auf Eisensysteme zuriick- 
fiihrt, ist es von groBer Wichtigkeit, zu betonen, da®8 das von mir unter- 
suchte Phosphatid véllig eisenfrei war (negative Berlinerblau- und K SCN. 
Proben nach dem Veraschen der Substanz). Damit steht im Einklang 
das Verhalten des Phosphatids gegeniiber Blausiure. Ein Zusatz von 
KCN in einer Konzentration von */j;9999 bi8S #/;9999 Vermochte kein 
Hemmung der Nadireaktion in vitro hervorzurufen. Ferner erwies sich 
die Oxydase des Phosphatids als thermostabil (positive Reaktion nac! 
10 Minuten langem Aufkochen). Bei der Hefesuspension, die zum Vergleich 
herangezogen wurde, bewirkte dagegen Blausdure in derselben Konzentrat ion 
eine villige Hemmung der Oxydasereaktion. Letztere fiel auch mit au!- 
gekochter Hefe negativ aus. Bemerkenswerterweise war hinsichtlich cer 
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Reduktion kein Unterschied zwischen Phosphatid und Hefezelle bemerkbar ; 
sowohl durch Blauséurezusatz als auch durch Aufkochen wird die Reduktions- 
wirkung nicht aufgehoben. 

Unsere Versuche mit dem wasserléslichen Pflanzenphosphatid lehren 
also, daB dieses in gleicher Weise wie lebende Hefezellen eine positive 
makroskopische Nadireaktion gibt, und zwar ist das Phosphatid 20mal 
so wirksam wie die gleiche Gewichtsmenge frischer Hefe. Ein wesentlicher 
Unterschied besteht jedoch darin, daB8 die Oxydasereaktion der Zelle viel 
schneller verliuft, cyanempfindlich und nicht thermostabil ist. Zweifels- 
ohne ist die Cyanempfindlichkeit der Hefezelle bei dieser Reaktion auf 
eine Beteiligung des Eisens im Sinne der Warburgschen Theorie zuriick- 
zufiihren, insbesondere, da ich mikrochemisch in der Hefezelle Eisen in 
einem bestimmten granuliren Bestandteil, namlich dem sogenannten 
Mikrogranulum, nachweisen konnte. Doch ist die Warburgsche Theorie, 
ia8 alle oxydativen Vorgiinge der lebenden Zelle nur auf Eisensystemen 
beruhen, in diesem Umfange nicht aufrechtzuerhalten. Denn es konnte 
gezeigt werden, dab eine zelleigene Substanz, die vollig eisenfrei ist, trotzdem 
eine kraftige Oxydasereaktion gibt. In diesem Zusammenhang ist es be- 
merkenswert, daB vor kurzem Dixon (10) eine Oxydation von Aldehyden 
durch Luftsauerstoff mit dem Schardingerschen Milchenzym beschrieben 
hat, die ebenfalls durch Blausiure nicht gehemmt wird. 


Betonen méchte ich noch, daB hier zum ersten Male Ferment- 
eigenschaften von einem chemisch wohldefinierten zelleigenen Korper, 
nimlich dem wasserléslichen Pflanzenphosphatid, nachgewiesen werden 
konnten. 

Zusammenfassung, 

Es wird gezeigt, daB ein wasserlésliches Phosphatid aus Erbsen 
und Hefe (nach Hansteen Cranner durch Wasserdialyse dargestellt) 
l. eine positive Nadi-(Oxydase-)Reaktion in vitro gibt und gleichzeitig 
auch reduzierend wirkt (gegeniiber Farbstoffen, KMnQ,); 2. sehr 
minimale Mengen des Phosphatids (0.00004 g) geben bereits eine 
positive Reaktion, sowohl hinsichtlich Oxydase als auch Reduktion; 
3. das Phosphatid ist 20mal so wirksam wie die gleiche Gewichtsmenge 
Hefe; 4. die Oxydasewirkung des Phosphatids ist im Gegensatz zu 
der der lebenden Zelle thermostabil und nicht cyanempfindlich ; 5. Oxy- 
dasereaktion des Phosphatids ist durchaus spezifisch : negative Katalase- 
reaktion, negative Benzidinoxydase und Peroxydasereaktion. 


Literatur. 


1) Zentralbl. f. Bakt. 93, 100. 2) Virchows Arch. 265, H. 3. 3) Fol. 
Haemata]. 38, H. 3. — 4) Zentralbl. f. Bakt. 95, H. 1. — 5) Diese Zeitschr. 
176, 266, 1926. — 6) Bau und Cytochemie der Bakterienzelle usw., Zentralbl. 
i. Bakt., Abt. I, Ref.-Bd. — 7) Virchows Arch. 261, H. 2. 8) Wiener 
klin. Wochenschr. 1909, Nr. 51; diese Zeitschr. 16, 378, 1909. 9) Diese 
Zeitschr. 26, 351, 1910. — 10) Zit. nach C. Oppenheimer, Miinchener med. 
Wochenschr. 1928, Nr. 23. 








Uber die Wirkungsweise des Schilddriisenhormons. 


Von 
Rudolf Weil und Martin Landsberg. 


(Aus der ersten Inneren Abteilung und der Chemischen Abteilung des stacti- 
schen Krankenhauses Neukélln in Berlin.) 


(Bingegangen am 11. Januar 1929.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die im folgenden mitgeteilten Untersuchungsergebnisse  sollen 
einen Beitrag liefern zur Erforschung des Mechanismus der Stoff- 
wechseiwirkung des Thyroxins und damit des Schilddriisenhormons. 


Wahrend der Einflu8 des Thyroxins auf das vegetative Nervensystem 
bisher weder geklart noch iiberhaupt sichergestellt werden konnte, ist 
seine Wirkung auf den Stoffumsatz einwandfrei charakterisiert und 
quantitativ meBbar. Indessen fehlt auch hier jeder Einblick in das Wesen 
der Vorginge, die zu den éuSerlich erkennbaren Veranderungen fiihren; 
bekannt ist lediglich, daB innerhalb der einzelnen Stoffwechselgruppen 
betrachtliche Unterschiede in der Entwicklung vom reaktionsauslésenden 
Hormoneingriff zum Endeffekt bestehen. 

So kann die Grundumsatzsteigerung, das klinisch bedeutsamste Merk- 
mal erhéhter Schilddriisenaktivitét, nicht mehr als unmittelbarer Erfolg 
der Thyroxineinwirkung angesehen werden; die Ozydationssteigerung 
erscheint vielmehr nach den Untersuchungen Kottmanns, Haffners, Velasquez’ 
und Kénigs als Folge vorausgegangener primar bedingter anoxybiotischer 
Prozesse, die durch verstarkte Abbauvorginge innerhalb der drei Gruppen 
Fiwei8, Fett und Kohlehydrat charakterisiert sind. Unter diesen drei 
Komponenten des intermedidren Stoffumsatzes spielt der Eiweilistoff- 
wechsel zweifellos die wichtigste Rolle, wenngleich in jiingster Zeit sowohl! 
dem Kohlehydrat wie dem Fettstoffwechsel gréBte Bedeutung fiir das 
Zustandekommen der Gesamtstérung im Stoffhaushalt beigelegt worden 
ist (Abelin und Mitarbeiter). 

Der Fettstoffwechsel scheidet nun schon deshalb als urspriingliches 
Angriffsfeld des Thyroxins aus, weil er bei experimentellen wie natiirlichen 
Wirkungsainderungen des Schilddriisenhormons ein den _ itbrigen  Er- 
scheinungen gleichartiges Verhalten vermissen l48t (Falta und Hégler. 
H. Zondek), dagegen engere Zugehérigkeit zum hypophyséren Syndrom 
zeigt (Raab, Blix, Kestner, Plaut). Man mui daher annehmen, da6 auc! 





vMiti- 


len 
tof. 


stem 
ist 
und 
esen 
ren; 
ppen 
aden 


[erk- 
rfolg 
rung 
quez’ 
scher 
ppen 
drei 
tor. 
wohl 
das 


rden 


ches 


chen 

Er- 
igler. 
trom 
auch 








R. Weil u. M. Landsberg: Wirkungsweise des Schilddriisenhormons. 187 


ier Fettstoffwechsel nur mittelbar durch das Thyreoideainkret beherrscht 
wird und daB die charakteristischen Stérungen im normalen Ablauf durch 
\Veranderungen im Kohlehydratstoffwechsel bedingt sind, der bekanntlich 
den Fettumsatz weitgehend beeinflubt (Falta, Lublin, Wertheimer, Omura). 

Die Erscheinungen am Zuckerstoffwechsel, die im wesentlichen durch 
Stérung der Glykogenfixation in der Leber bedingt sind ({ Abderhalden und 
Wertheimer, Cramer und Krause, Romeis, Abelin und Mitarbeiter) und so 
dem Adrenalineffekt nahestehen, diirfen woh] als Primiarwirkung des 
Schilddriisenhormons bzw. des Thyroxins angesehen werden (auch wenn 
diesen Stérungen infolge zentraler Regulation durch die Gegenarbeit des 
Inselorgans im Gesamtbild der Hyperthyreosen nicht die entsprechende 
Bedeutung zukommt). 

Indessen vermag diese Verinderung im Kohlehydrathaushalt — im 
Gegensatz zur diabetischen Stoffwechselstérung die Gesamtstoffwechsel- 
wirkung des Thyroxins nicht zu erklaren, denn die bedeutsamen Vorginge 
innerhalb des EiweiBstoffwechsels lassen sich nicht in Abhangigkeit vom 
Zuckerstoffwechsel bringen; in ihrer streng  gleichférmigen Wechsel- 
beziehung zum Hormon, unabhangig von anderen Stoffwechselprozessen, 
erscheinen sie als unmittelbarer Erfolg der Thyrorxinwirkung (Honda, Nakano, 
Falta, Senga). Fiir die iiberragende Bedeutung des EiweiSumsatzes in der 
Entwicklung des thyreogenen Stoffwechselbildes spricht auch die Tatsache, 
da&B EjiweiBzufuhr stets von einer Steigerung der Gesamtstoffwechsel- 
stérung begleitet ist, wihrend die Ansammlung von Fett wie von Kohle 
hydrat im Organismus entgegengesetzte Wirkung hat (Rubner, Honda, 
Abderhalden und Wertheimer). Da ferner bekannt ist, da8 EjiweiSzufuhr 
eine Ausschwemsnung von Schilddriisenhormon aus der Thyreoidea bewirht 
(Falta), muB das Eiwei6 als der physiologische Reizkérper fiir die innere 
Sekretion der Schilddriise in Parallele zur Glucose, dem Reizmittel fiir 
den Inselapparat, gesetzt werden. 

Das Wesen der hyperthyreotischen Eiweibstoffwechselstérungen 
besteht in einer Verschiebung des dynamischen Gleichgewichts zwischen 
Aufbau und Abbau zugunsten des letzteren, d.h. in einer Steigerung 
der EiweiSspaltprozesse, in deren Ablauf eine qualitative Anderung 
nicht eintritt (Boothby und Mitarbeiter). Unsere Fragestellung lautet 
somit: Wie bewirkt das Thyroxin diese Beschleunigung des Eiweib- 
abbaues, der ganz allgemein im Organismus unter dem katalytischen 
EinfluB der Fermente zustande kommt ’? 

DaB das Thyroxin weder eiweiBspaltende, noch sonstige ferment- 
artige Eigenschaften hat, ist bekannt. Es mangelt ihm aber auch die 
Fahigkeit, durch seine Mitanwesenheit die Aktivitat eines Ferments im 
Sinne einer Kinase in vitro zu steigern, was wir durch unsere Versuche 
mit tryptischer Caseinspaltung einwandfrei sicherstellen konnten, 
nachdem K. Meyer denselben Nachweis fiir Schilddriisensaft erbracht 
hatte. 

Da man andererseits die umfassende Wirkung des Schilddriisenhormons 
auf das vegetative Nervensystem kennt, lag es nahe, anzunehmen, dai 


auch sein Stoffwechseleffekt iiber das autonome Nervensystem zustande 
komme. Eine zentralnervése Beeinflussung konnte hierbei ausgeschlossen 
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werden, da auch der vom NerveneinfluB losgeléste isolierte Gewebst, 
die charakteristische Stoffwechselwirkung des Hormons zeigt. Aber au 
die Anschauung, nach der das Thyroxin an den autonomen Endstatten 
vornehmlich des Sympathicus, angreift, laBt sich in ihrer Allgemein|eit 
nicht aufrecht erhalten; ihr widersprechen die Beobachtungen iiber 
Wirkung des Thyroxins bzw. des Schilddriisenhormons an _ einzelliy: 
Organismen, wie bei der Hefegarung (Tomita, Zeller, Abderhalden'), 
Phagocytose der Leucocyten (Fleischmann, Masuno, Furuya), dem Sauer 
stoffverbrauch tiberlebender Leberzellen (Reinwein und Singer) und de 
Wachstum von Tumorgewebe und Fibroblasten in vitro (Biceglie w 
Juhasz-Schajjer, Ebeling), Befunde, die alle letzten Endes auf eine Stott. 
wechselwirkung des Thyroxins, unabhangig von irgendwelcher spezifischie: 
Nervenstruktur, hinweisen. 


Um nun einen niheren Einblick in die Vorgange zu erhalten. die 
sich speziell bei der EiweiSstoffwechselwirkung des Thyroxins, vor 
allem in der Leber als dem Hauptort aller Stoffumwandlung, abspielen 
haben wir den EinfluB des Thyroxins auf die Autolyse von Leberbrei 
gepriift. 


Methodik *. 
Brei von fein zerriebener Meerschweinchenleber mit Wasser aii 
das fiinffache Volumen gebracht — wurde in einzelnen Portionen mit 


steigenden Mengen von Thyroxin® versetzt und bei 37° unter Toluolsehutz 
autolysiert. Die EnteiweiBung (koagulabler Stickstoff) wurde mit Trichlor 
essigsiure durchgefithrt; die Reststickstoffbestimmung (Filtratstickst of! 
erfolgte nach einem Halbmikrokjeldahlverfahren, wobei jeweils drei tiber- 
einstimmende Ergebnisse einem endgiiltigen Resultat zugrunde gelect 
wurden. Nach AbschluB des autolytischen Prozesses wurden Proben 
bakteriologisch auf Sterilitaét gepriift. Die H-lonenkonzentration wa: 
pu 6,9 bis 7,1 ansteigend. 


Im folgenden werden drei Protokolle aus einer gréBeren Zah! 
gleichartiger Versuche angefiihrt. 


Tabelle I. 


20 cem Leberemulsion (= 4g Leber) enthalten 8,9mg Rest-N.  Dauer 
24 Stunden. 





Rest«N Rest-N- Relativer 

Medium mg Zuwachs Zuwacbs 

ER gd fan lrg aa el ek ee 8 15,8 6.9 100 
+ Yegmg Thyrozin. ....... 19.6 10,7 155 
21,2 12.3 178 


10 » ” 


1 Nach F. Meyer ist diese Wirkung nicht spezifisch fiir das Schild- 
driisenhormon. 

® Technische Einzelheiten siehe Steppuhn und Utkin-Ljubowzoff, lies: 
Zeitschr. 150, 165, 1924. 

8 Das Thyroxin stellte uns die Firma Schering-Kahlbaum A.-G. freund- 
licherweise zur Verfiigung. 
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Tabelle II. 


“i cem Leberemulsion (= 4¢ Leber) enthalten 10,64 mg Rest-N. Dauer 
24 Stunden. 





Nach 24 Stunden Nach 48 Stunden 
Medium Rest-N —Rest-N. | a Rest-N Rest-Ns — Relativer 
mg Zuwachs Zuwachs mg Zuwachs Zuwachs 
Wasser .. | eZ 7,3 100 21,2 10.6 100 
i omg Thyroxin 24,0 14,2 190 32,4 21,8 200 
ie 2 i 28.0 17.4 240 35,0 24.4 230 


Tabelle III. 


20 cem Leberbrei (= 4g Leber) enthalten 9,52 mg Rest-N. Dauer 
36 Stunden. 















Nach 12 Stunden Nach % Stunden 
Medium ResteN Rest-Ns Rest-N- Rest-N- 
mg Zuwachs mg Zuwachs 
»omg Thyroxin. . . 20,6 11,1 - 
i, “ B lad 26.8 17,3 33,0 23.5 
le 6g » “r-¢ 30,8 21,3 42.0 32,5 
40 
OSmgThyroun 
. 
30 . > > + 4 
02mg Thyr 
2 
. 
20} O10g Thy 
wo} Lg masse | 
; 1—— ; 
i 
0 72 2e 36 8 Stunden 


Abb. 1 
Kurve des zeitlichen Ablaufs des Rest-N-Zuwachses auf Grund zweier Parallelversuche 


Ein Thyroxinpraparat, dessen Lisung getriibt war, erwies sich als 
vollig wirkungslos. 

Wiahrend es niemals gelang, eine Beschleunigung der Gewebs- 
autolyse durch Schilddriisensubstanzen in vitro zu erzeugen (Wells, 
K. Meyer, Kottmann), zeigen diese Tabellen einwandfrei die stark 
Férderung des autolytischen Prozesses, und zwar in quantitativer Ab- 
hingigkett. 


Auffallend ist die Ubereinstimmung mit den Befunden Steppuhns und 
semer Mitarbeiter iiber die Wirkung des elementaren Jods auf die Auto- 
proteolyse, die zuerst von Kepinow gefunden und spater mehrfach bestatigt 
worden ist. In der gleichen Weise war dort gezeigt worden, da®B das Jod 
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den autolytischen ProzeB im zerkleinerten Organ in seiner Gesamth«i: 
spezifisch steigert, nicht aber die fermentative (tryptische) Spaltung v: 

EiweiBsolen (Casein) in vitro, hier sogar eine Hemmung hervorruft. Ej 
Unterschied zeigt sich, abgesehen von der enormen quantitativen Ube; 
legenheit des Thyroxins, nur darin, daB héhere Jodkonzentrationen i) 
Gegensatz zum Thyroxin die Autolyse hemmen, was auf eine tiefgreifen«: 
Veriinderung des EjiweiSsubstrats durch Jodierung zuriickgefiihrt wis 

(Steppuhn). Die genannten Autoren haben aber auBerdem eine gleicharc ig. 
intravitale proteolytische Wirkung des Jods sowohl am iiberlebenden Orga: 
(Durchspiilung der Kaninchenleber) wie bei Gewebsautolyse nach voraus 
gegangener Fiitterung der Tiere mit Jod unter Ausschaltung des Schild 
driiseneinflusses nachgewiesen. 

Es liegt also nahe, dem biologischen Effekt des Thyroxins denselbe, 
Wirkungsmechanismus zugrunde zu legen, wie er von Steppuhn uni 
Mitarbeitern fiir die Beeinflussung des Eiweibstoffwechsels durch 
elementares Jod angenommen wurde. Diese Ubereinstimmung erkliirt 
auf der einen Seite die Ergebnisse von Schryver, Bayer, Steppuhy 
Pewsner und Timofejewa iiber die gewaltige Verstirkung der Organ 
proteolyse in vitro nach Verfiitterung der Tiere mit Schilddriisen 
substanz und beim Morbus Basedow, die Autolysehemmung nach 
vorausgegangener Thyreoidektomie sowie beim Myxédem (Kottmann 
auf der anderen Seite die zahlreichen Befunde iiber die thyroxin 
ihnliche Wirkung des Jodatoms im biologischen und Stoffwechse! 
versuch am _ schilddriisenlosen Tiere (Abelin, Wegelin. Romeis, 
Hirschler, Blacher und Belkin). Als Basis fiir die prinzipielle Gleich 
artigkeit der Wirkungsweise des Jods und des Thyroxins ist wohl die 
Spezifitat des Thyroxinmolekiils zu betrachten, denn der Jodeffekt 
kommt auf dem Wege iiber jodierte Eiweibstoffe zustande, die bei 
der Vereinigung von elementarem Jod mit den natiirlichen Proteinen 
in vivo wie in vitro zwangsliufig entstehen. Diese Jodeiweibkérper 
sind wirksam, soweit sie thyroxinartige Bausteine enthalten. Das 
chemisch indifferente Jodion erzeugt nirgends und in keiner Weise 
dem Thyroxin ahnliche Wirkungen. 

Weiterhin soll auf die enge Beziehung unserer Untersuchungen 
zu den Lesserschen Arbeiten iiber den Mechanismus der Zuckerstoff- 
wechselwirkung des Adrenalins hingewiesen werden. Die Ahnlichkeit 
der experimentellen Befunde bei der Glykogenolyse und der Proteolyse 
in vitro erlaubt, die Lessersche Deutung des Adrenalineffekts auch der 
Thyroxinwirkung zugrunde zu legen. Danach miissen wir annehmen 
daB die Thyroxinwirkung durch unmittelbare physikalisch-chemische 
Beeinflussung der Zellstruktur, und zwar entweder durch Freilegung 
des Ferments aus seiner Absorptionsbindung an Strukturbestandteil: 
oder durch Aufhebung der riiumlichen Trennung von Ferment und 
Substrat auf Grund einer Permeabilitatsverinderung von Zellgrenz 
schichten zustande kommen. Auch in unseren Versuchen zeigte de! 
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autolytische ProzeB eine der mechanischen Zerstérung der Gewebs- 
struktur gleichsinnig verlaufende Steigerung, unabhingig vom pg des 
Mediums, eine geringe Férderung auch durch andere Kérper auBer 
dem Thyroxin wohl auf der gleichen Grundlage. 

Inwieweit diese Auffassung fiir die physiologische Eiweibstoff- 
wechselwirkung des Thyroxins und des Schilddriisenhormons Geltung 
besitzt, soll spaiterhin gezeigt werden. Auch die Beziehungen zum 
Kohlehydrat- und Fettstoffwechsel bediirfen von diesem Standpunkt 
aus einer neuen Deutung, die vor allem den physikalischen Bedingungen 
der Zucker- und Fettstapelung in der Leberzelle Rechnung trigt. 

Im Einklang mit der Permeabilitatstheorie der Thyroxinwirkung 
steht die heutige Anschauung iiber die Veriinderung des Wasser-Salz- 
soffwechsels unter dem Einflu8 des Thyroxins. Die neuen Unter- 
suchungen lassen keinen Zweifel dariiber, daB bei der Diuresewirkung 
des Thyroxins die Elektrolytabwanderung vom Gewebe ins Blut den 
primaren Vorgang darstellt (Gollwitzer-Meier und Brécker), der von 
der entsprechenden Wasserbewegung gefolgt ist. Die Ionenwanderung 
im Gewebe wird aber allgemein durch den kolloidalen Funktions- 
zustand, die Permeabilitat der Zellmembran, geregelt (Overton, Siebeck, 
Héber). Sonach bedingt das Thyroxin durch ,,funktionelle Permea- 
bilitatssteigerung* der Zellgrenzflachen im Gewebe allgemein, wie im 
Nierenparenchym, eine vermehrte Ausschiittung von Elektrolyten, 
die nicht allein auf das Kochsalz beschrankt ist, und erzeugt damit die 
gesteigerte Wasserausscheidung. 

Als Sekundarerscheinungen sind die mannigfachen Anderungen der 
physikalischen Konstanten der Eiweifisole im Gewebe und im Blute unter 
lem EinfluB des Schilddriisenhormons zu betrachten; hierher gehéren z. B. 
lie Beeinflussung der Quellung und des Wasserverbindungsvermégens, 
ler Viskositaét, der Oberflachenspannung, der Refraktion, der Dispersitat, 
der FiweiBkonzentration und der Globulin-Albuminverschiebung. 

Vervollstandigt wird das Bild der primiren Thyroxinwirkung 
durch die Beschleunigung der Resorption und Exkretion (Falta, 
Bernardbeig und Sindrail) durch die Beeinflussung der Farbstoff 
speicherung und Vitalfirbung (Jaf/é, Leites und Riabow), durch die 
ErhOhung der Zuckerdurchlassigkeit der Muskelmembran ((Gellhorn), 
wwie durch die Zunahme der elektrischen Leitfahigkeit des Gewebes 
als Ausdruck gesteigerter Membranpermeabilitat fiir Ionen (Crile). 


Vielleicht tragt die Auffassung der Thyroxinwirkung als allgemeine 
kolloidchemische Beeinflussung von Zellgrenzflichen im Sinne einer 
Permeabilitiitssteigerung fiir alle wasserléslichen Stoffe dazu bei. in 
Gemeinschaft mit den gleichartigen Ergebnissen bei der Priifung des 
Nebenniereninkrets (Lesser, Gellhorn) und den jiingsten Theorien tiber 
ie Wirkung des Inselhormons auf physikalisch-chemischer Grundlage 
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(Loewi, Wiechmann, Alpern, Gellhorn) das Problem der allgemeinen 
Physiologie der Hormone einer einheitlichen Lésung zuzufiihren. 

Von nicht geringer Bedeutung ist schlieBlich die Aufklarung der 
Beziehungen zwischen Schilddriisenhormon und vegetativem Nerven 
system. DaB das Thyroxin eine Tonussteigerung am autonomen Nerven 
system durch Stoffwechselerhéhung im Neuron wie in jeder Zelle 
hervorruft, steht wohl auBer Zweifel, eine durchgehende spezifische 
Sensibilisierung eines bestimmten Systems, etwa des sympathischen 
besteht jedoch nicht. Ebenso entbehrt die Anschauung, nach der die 
Stoffwechselwirkung des Thyroxins durch Erregung der Nerven. 
endigungen der vegetativen Bahnen oder der hypothetischen neuro 
plasmatischen Zwischensubstanz zustande komme, sicherer experi. 
menteller Unterlagen (Krayer und Sato). Auch die Untersuchungen 
Abderhaldens und Wertheimers iiber die Hemmung der Stoffwechsel 
wirkung des Thyroxins durch das sympathicuslahmende Ergotamin 
lassen eine andere Deutung zu. Zwar konnten wir durch den Autolyse 
versuch bestatigen, dab die Hemmungswirkung des Ergotamins nicht 
an der Zelle selbst zustande kommen kann, da die Proteolyse durch 
Ergotamin in maBigem Grade geférdert wird, jedoch besteht die Méglich- 
keit, daB durch Ergotamin einmal eine Hemmung des Zuckerstoff- 
wechsels, vor allem aber eine Blockierung der sympathischen Inner. 
vation der Schilddriise erzeugt wird, die zu einer langer dauernden 
AbfluBsperre fiir das Hormon fiihrt, eine Auffassung, die auch mit 
den Versuchen von Marine, Deutsch und Cipra, sowie von Ederer und 
Wallerstein im Einklang steht. 

In welchem Umfange das Thyroxin eine Sensibilisierung der Zelle 
fiir den Reiz des vegetativen Nerven, insbesondere des Sympathicus 
erzeugt (Schliephake, Kénig, Asher), entzieht sich unserer Kenntnis 
Da wir aber nach den Untersuchungen Hdébers und seiner Schule an- 
nehmen diirfen, daB jede Erregung zu einer Permeabilitatssteigerung 
der Plasmahaute fiihrt, so ergibt sich ohne weiteres die theoretische 
Méglichkeit einer gegenseitigen Férderung oder Hemmung von Hormon 
und Nerv als Effekt einer gleichsinnigen oder entgegengesetzten Ein- 
wirkung auf die Zelle. In diesen Vorgiingen haben wir die Grundlage 
fiir den Begriff des Neurochemismus (Zhrmann) und fiir die Lehre 
von der Funktionseinheit des vegetativen Systems (Kraus) zu erblicken 


Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, daB Thyroxin noch in Verdiinnungen bis 1 : 400000 
die Gewebsautolyse bei neutraler Reaktion quantitativ férdert. 

Von dieser Beobachtung aus wird versucht, die mannigfachen 
Stoffwechselwirkungen des Schilddriisenhormons auf physikalisch- 
chemischer Grundlage einheitlich zu erklaren. 
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Chemische Untersuchungen zur Haffkrankheit. 


Beitrige zur Beurteilung der Arsenhypothese'. 


Von 
Georg Lockemann. 


(Aus der chemischen Abteilung des Instituts Robert Koch.) 


(Eingegangen am 12. Januar 1929.) 


Im Sommer des Jahres 1924 trat unter der Bevélkerung des Frischen 
Haffs eine bis dahin noch nicht beobachtete eigenartige Krankheit auf, 
die sich auch in den folgenden Jahren, wenn auch nicht in gleichem 
Umfange, wieder bemerkbar machte. Die Zahl der Erkrankten betrug 
1924 rund 600 mit sechs Todesfallen, 1925 172 mit drei Todesfillen 
1926 16 ohne Todesfall, 1927 etwa 20 ohne Todesfall, im Jahre 1928 
wurde amtlich ein Krankheitsfall gemeldet. Beziiglich der Symptome 
und des Verlaufs dieser ,,Haffkrankheit** verweise ich auf die in der 
medizinischen Fachpresse erschienenen zahlreichen Abhandlungen?* 

Da bisher iiber die Ursache der Haffkrankheit noch verschiedene 
Anschauungen herrschten*, diirfte es angebracht sein, iiber das, was 
vom chemischen Standpunkt aus iiber das Problem der Haffkrankheit 
auf Grund von zahlreichen Experimentaluntersuchungen zu sagen ist 
kurz zu _ berichten. 

1 Das Erscheinen dieser Veréffentlichung ist durch auBere Umstanck 
leider erheblich verzégert worden. Inzwischen erschien in der Deutsc! 
Med. Wochenschr. 1928, Nr. 26, S. 1071, eine kurze Abhandlung: ,,Ist cir 
Arsenhypothese fiir die Haffkrankheit noch aufrecht zu erhalten ?“ 

2? Eine Zusammenstellung aller diesbeziiglichen Veréffentlichungen bis 
zum 31. Dezember 1926 ist in dem ,,Bericht iiber die Tatigkeit des Staat 
lichen Hafflaboratoriums in Pillau im Jahre 1926" enthalten. Siehe: Ver 
6ffentlichungen aus dem Gebiet der Medizinalverwaltung 25, H.2, 8. 125 
(177). Berlin 1927. 

8 Siehe z.B. Selter, Miinch. med. Wochenschr. Jahrg. 73, Nr. 17. 
S. 682, 1926; Lentz, ebendaselbst Jahrg. 73, Nr. 23, 8.956, 1926; Selter. 
ebendaselbst Jahrg. 73, Nr. 24, S. 993, 1926; ferner ,,25 Jahre Preubisc!\ 
Medizinalverwaltung seit ErlaB des Kreisarztgesetzes 1901 — 1926‘, S. 204 
bis 207. Berlin, C. Heymanns Verlag, 1927. 
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|. Die im Jahre 1924 zur Erforschung der Haffkrankheit auscefiihrten 
chemischen Untersuchungen. 


Kurz nach dem Bekanntwerden der ersten Krankheitsfalle wurde der 
xikologe L. Lewin im September 1924 vom Wohlfahrtsministerium um 
sachverstandiges Gutachten ersucht. Nachdem O. Lentz! die Ver- 
itung ausgesprochen hatte, da die Haffkrankheit durch Einatmen eines 
isher unbekannten giftigen Gases verursacht wiirde, kam auch L. Lewin? 
wif Grund seiner an Ort und Stelle gemachten Beobachtungen und Unter- 
suchungen zu dem SchluB, daB es sich um Vergiftungserscheinungen handle, 
in mancher Beziehung an die durch Arsenwasserstoff hervorgerufenen 
Schadigungen erinnern. Er schloB dieses Gas aber aus und gab seiner 
Meinung dahin Ausdruck, ,,daBi es sich méglicherweise wm eine neue /liichtige 
qanische Arsenverbindung handeln kénne“. Diese Ansicht schien um so 
herechtigter, als von zwei groBen Zellstoffabriken im Weichbilde der Stadt 
Konigsberg dauernd Abwisser zusammen mit den staédtischen Abwassern 
yunachst durch die Kanalisationsanlage (bis in die Nahe von Moditten) 
ind dann durch einen iiber 20 km langen, unweit des Ortes Neplecken 
miindenden offenen Graben in die Fischiuser Wiek, den ndérdlichsten 
Teil des Frischen Haffs, geleitet wurden. Da diese Fabriken grobe Mengen 
von Sehwefelkies verarbeiten (taglich mehr als 60 Tonnen) mit einem 
gewissen Arsengehalt, der damals (1924) etwa 0,3°, betrug (spéter nur 
noch etwa 0,03°,), so wurden dem Haff durch die Abwasser nicht un- 
erhebliche Arsenmengen zugefiihrt (nach Untersuchungen von S.Goy 
taglich etwa 56kg), soweit diese nicht vorher durch Schlammfanger, Riesel- 
anlagen oder andere derartige Vorrichtungen abgefangen wurden. Dieses 
Arsen wird gréBtenteils im Schlamm niedergeschlagen, doch konnte vielleicht 
em Teil in fliichtige organische Verbindungen umgewandelt werden und, 
mit der Luft eingeatmet, auf die Fischer schadlich wirken. Die Annahme 
iner solchen Méglichkeit wurde durch die Angabe der Fischer gestiitzt, 
la3 sich ein besonders starker Geruch auf dem Haff bemerkbar gemacht 
habe, und daB die Erkrankungen meistens in den friihen Morgenstunden 
auftraten, wo noch der ,.Dunst auf dem Wasser“ lage. 

Die chemischen Untersuchungen von Schlamm, Wasser und Gasen aus 
lem Gebiet des Frischen Haffs wurden bereits im Herbst 1924 an ver- 
schiedenen amtlichen Stellen ausgefiihrt. In dem Nahrungsmittelunter- 
suchungsamt der Landwirtschaftskammer fiir die Provinz OstpreuBen in 
Kénigsberg wurden von S.Goy und W. Rudolph® im Oktober 1924 folgende 
Ergebnisse erzielt: In Schlammproben aus der Fischhiuser Wiek 30 mg 
\s,O, (22,5 mg As) und 5,1 mg As,O, (3,8 mg As); in einer anderen aus 
lem Frischen Haff stammenden Schlammprobe 18,2 mg As, O, (13,7 mg As), 
alles bezogen auf 1 kg getrockneten Schlamm. Im Wasser wurde folgender 
Arsengehalt festgestellt: Probe aus der Fischhéuser Wiek in der Héhe von 
Lochstadt 0,005 bis 0,010 mg As,O, (0,004 bis 0,008 mg As) im Liter; 
Wasser aus dem Frischen Haff in der Héhe von Narmeln Spuren von 


1 OQ. Lentz, Volkswohlfahrt Jahre. 5, 8.397, 1924; Med. Klin. Jahrg. 21, 
S. 4, 1925. 

2 L. Lewin, Deutsch. med. Wochenschr. 51, 133, 1925. 

3 §.Goy, 1875—1925, Agrikulturchemie und Landwirtschaft, Denk- 
schrift, S. 74 bis 80. Kénigsberg i. Pr., Ostpreubische Druckerei und Verlags- 
anstalt A.-G., 1925; S.Goy und W. Rudolph, Zeitschr. f. angew. Chem. 
40, 945, 1927. 
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Arsen. In den Wasserproben der Zufliisse des Frischen Haffs (Pre; 
Passarge) wurden in der Zeit vom Januar bis April 1925 im Liter 0, 
bis 0,004 mg As,O, (0,0015 bis 0,0030 mg As) gefunden, waihrend das s; 
wasser der Ostsee aus der Danziger Bucht in der Héhe von Rixhéft 
von Kolberg durchweg 0,001 mg As,O, im Liter enthielt. In einer Luftpr: 
(Mitte September 1924) aus der Fischhéuser Wiek sowohl wie in ei) 
Probe des aus Haffschlamm desselben Gebiets entwickelten.Gases kon): 
Arsen nicht nachgewiesen werden. 

In dem chemischen Universitétslaboratorium in Kénigsberg (Direk: 
Prof. Dr. H. Meerwein) wurden in lkg getrocknetem ,,Haj/fschlan 
6,0 mg As und in | Liter Haffwasser (etwa 1000 m von der Finmiindunys. 
stelle des Abwassergrabens) 0,020 mg As gefunden?. 

In der Staatlichen Nahrungsmitteluntersuchungsanstalt in Berli) 
wurden von A. Juckenack und A. Briining im Herbst 1924 ebenfalls einive 
Wasserproben aus dem Frischen Haff untersucht. Eine Wasserprobe vo. 
dunkler Farbe mit erheblichem Bodensatz (worunter also wohl Abwasse; 
aus dem Kdénigsberger Abwassergraben oder aus der Nahe von desse: 
Miindung zu verstehen ist), enthielt in dem klaren Anteil etwa 0,020 my 
As im Liter; eine andere gleicher Herkunft etwas mehr. AuBerdem wurde: ; 
drei Wasserproben, die 1. aus der Fischhéuser Wiek, 2. aus dem Holm vor : 
Rosenberg und 3. aus dem Holm von Alt-Passarge stammten, auf eine: ‘ 
Gehalt an fliichtigen Arsenverbindungen gepriift. Zu diesem Zwecke wurcer 


durch je acht Liter Wasser im Laufe von 3 Stunden 32 Liter Luft geleiter, 
die zuerst durch eine mit 1% iger Silbernitratlésung beschickte Wasc} . 
tlasche, dann in einem schwer schmelzbaren Glasrohr iiber gliihende: Z 


Asbest, weiter iiber mit Natronlauge befeuchteten Asbest und schlietilic! ’ 
durch destilliertes Wasser gefiihrt wurden. Hierbei trat in der Silbernitrat 
lésung keine Veranderung ein, wodurch sich die Abwesenheit von Arse: 
wasserstoff ergab; jedoch erwies sich die Natronlauge, mit der der As)est 
getrinkt war, in allen drei Proben als arsenhaltig. Daraus wurde auf das 
Vorhandensein fliichtiger Arsenverbindungen geschlossen, die aus den 


Wasser von der Luft mitgenommen und von dem erhitzten Asbest zerley 
P ° y ° nh 
waren, worauf das frei gemachte Arsen von dem Natriumhydroxyd fest- I 
r 


gehalten sein sollte. Bei der Untersuchung des aus der Fischhauser Wick 


stammenden Wassers (8 Liter) wurden angeblich etwa 0,010 mg As, |» ge 
dem von Rosenberg (8 Liter) weniger und bei dem von Passarge (8 Liter) le 
noch weniger Arsen gefunden. Nach der Durchliiftung der Wasserprobe: fii 
war in dem Wasser noch ein gewisser Arsengehalt nachzuweisen, und zwar 
in 5 Liter Wasser aus der Fischhauser Wiek etwa 0,025 mg, in dem \: le 
Rosenberg und dem von Passarge weniger als 0,010 mg. Das bedeutet als Pi 
daB in | Liter Wasser aus der Fischhaéuser Wiek etwa 0,005 mg und i Br 
1 Liter aus der Gegend von Rosenberg und Passarge weniger als 0,002 me A- 
enthalten waren. Dieser letztere Befund stimmt mit den oben angefiilirt™ 
Untersuchungsergebnissen einerseits von Goy und Rudolph, andererseits Mis 
von Meerwein ungefahr iiberein. Ta 
' Bericht iiber die Sitzung des Vereins fiir wissenschaftliche Heilkun: m 
in Kénigsbergi. P. am 12. Januar 1925; Deutsch. med. Wochensec! Lal 
Jahrg. 51, Nr. 13, 8. 543, 1925. Pre 
2 Siehe Vortrag von Geh. Obermed.-Rat Prof. Dr. Lentz in der Berlin W. 
medizinischen Gesellschaft am 10. Dezember 1924; Med. Klin. Jahre. 2). Sor 
a 


Nr. 1, 8S. 8, 1925. 
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Anfang Oktober 1924 wurde mir von Prof. Dr. Schnabel (F 11. De- 
vember 1924), der sich im Auftrage des Wohlfahrtsministeriums einige 
Zeit am Frischen Haff aufgehalten hatte, eine Wasserprobe zur Unter- 
suchung auf Arsen iibergeben, die, von dunkler Farbe und sehr 
triuber Beschaffenheit. offenbar kein ..Haffwasser’* war, sondern 
vermutlich eine Probe Schmutzwasser aus dem Kénigsberger Ab- 
wassergraben. In dieser Wasserprobe fand ich einen Gehalt von 
0200 mg As im Liter. 


Wie O. Lentz und K. Thumm in der Sitzung der Berliner medizinischen 
Gesellschaft am 10. Dezember 1924 mitteilten!, waren in der PreuBischen 
Landesanstalt fiir Wasser-, Boden- und Lufthygiene in Berlin-Dahlem in 
Wasserproben, die an verschiedenen Stellen des Haffs entnommen waren, 
folzende Werte von Arsengehalt in einem Liter Wasser gefunden worden: 
Spuren bis 0,05, 0,1, 0,3 und 1,0mg As. Solech hohen Arsengehalt bis zu 
1.0mg im Liter fiir das Haffwasser im allgemeinen anzunehmen, diirfte 
aus verschiedenen Griinden nicht angiangig sein. Die zu ungefabr gleichen 
Zeiten in drei verschiedenen anderen Laboratorien ausgefiihrten Unter- 
suchungen haben auch iibereinstimmend einen erheblich geringeren Arsen- 
vehalt (zwischen 0,005 und 0,020 mg) ergeben. Die abweichenden Befunde 
lassen sich vielleicht so erklaren, daB es sich bei den drei in der Landes- 
mstalt fiir Wasser-, Boden- und Lufthygiene untersuchten Wasserproben 
nicht um eigentliches Haffwasser, sondern um irgendwelche dem Haff 
mulaufende Fabrikabwasser oder sonstwie besonders verunreinigte Wasser 
vehandelt hat. Jedenfalls kénnen sie fiir die Beurteilung des Arsengehalts 
les eigentlichen Haffwassers nicht in Betracht kommen. 


2. Nachpriifung der von Juckenack und Briining ausgefiihrten Versuche. 


Mit Riicksicht darauf, daB der von Juckenack und Briining er- 
hobene Arsenbefund bei der Priifung der durch Haffwasser geleiteten 
Luft die einzige experimentelle Unterlage fiir die im Jahre 1924 auf- 
gestellte ..Arsenhypothese*‘ bildete, habe ich es bei der Bedeutung 
ler theoretischen und praktischen Folgerungen dieses Befundes zuniichst 
fir meine wichtigste Aufgabe angesehen, als ich im Sommer 1925 mit 
ler Einrichtung und Leitung des ,,Staatlichen Hafflaboratoriums* in 
Pillau beauftragt worden war?, die Versuche von Juckenack und 
Briining in der von ihnen beschriebenen Versuchsanordnung zu wieder- 


1 Med. Klin. Jahrg. 21, Nr. 3, S. 109, 1925: .,. Kleine Mitteilungen fiir die 
Mitglieder des Vereins fiir Wasserversorgung und Abwasserbeseitigung, e. V.** 
Jahrg. 1, Nr. 4/5, S. 71, 1925. 

2 Dem im Auftrage des Preufischen Ministeriums fiir Volkswohlfahrt 
m Mai 1925 in Pillau fiir die Erforschung der Haffkrankeit eingerichteten 
Laboratorium gehérten auBer mir noch folgende Herren an: als Mediziner 
Prof. Dr. med. FE. Boecker und Dr. med. vet. J. Fortner, als Chemiker Dr. phil. 
W. Ulrich, cand. chem. B.F.v. Biillow und cand. chem. K. Otto. Im 
Sommer 1926 war auBerdem noch als Pharmakologe Dr. med. et phil. 
(. Hintzelmann dort titig. unter Beratung von Prof. Dr. G. Joachimoglu. 
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holen. Dabei habe ich mich nicht mit einer einfachen Wiederholui, 
begniigt, sondern 14 verschiedene Versuche ausgefiihrt, davon new 
mit gréBeren Mengen von Wasser und von Luft als sie Juckenack wd 
Briining anwendeten. Die Versuchsanordnung war genau der yoy 
Juckenack und Briining nachgebildet, allerdings mit der Abweichuny 
da ich die durch das Wasser gesaugte Luft nicht erst durch eine Silber 
lésung treten lie}, sondern sogleich in das mit Asbest gefiillte Glithrol, 
Dies erschien schon deswegen geboten, weil auch Juckenack und Briining 
keinerlei Veriinderung der Silberlésung infolge des Durchleitens cer 
Luft feststellen konnten, und weil auf jeden Fall, wenn tiberhaupt 
fliichtige Arsenverbindungen vorhanden waren, diese dann um so 
vollstandiger dem gliihenden Asbest zugefiihrt werden wiirden. Statt 
8 Liter Haffwasser habe ich fiinfmal je 10 Liter und viermal je 25 Liter 
fiir die einzelnen Versuche verwendet. Statt 32 Liter Luft habe ich 
wechselnde Mengen Luft, zwischen 50 und 560 Liter, hindurchgeleitet 
Die Versuchszeiten schwankten zwischen 3 und 6 Stunden. Die einzelnen 
Wasserproben stammten aus den damals als besondere Krankheits. 
herde bekannten Gegenden von Fischhausen, Peyse, der Koénigsberger 
Rinne, Wangitt und Rosenberg und waren in der Zeit zwischen dem 
23. Juni und 24. Juli 1925 entnommen worden. Nach den amtlichen 
Berichten kamen in den 5 Wochen vom 21. Juni bis 25. Juli 1925 noch 
29 neue Fille von Haffkranheit vor, d.h. anniahernd tiglich ein Er- 
krankungsfall. Falls also giftige, in Wasser geléste Arsengase als Krank 
heitsursache in Betracht gekommen wiren, so hatten sich diese zu 
jener Zeit im Wasser ebenso nachweisen lassen miissen wie etwa im 
Jahre 1924. 

Bei der Priifung des Arsengehalts der an dem Asbest haftenden 
Natronlauge im Marsh-Liebig-Apparat wurden gefunden: einmal 
0,001, viermal 0,002, je einmal 0,009, 0,012, 0,014, 0,015 mg As. Gleich. 
zeitig angestellte ,,blinde Versuche, bei denen unter sonst gleicher 
Anordnung nur das Haffwasser fehlte, ergaben 0,002, 0,004, 0,006 
0,010 und 0,015 mg As. Das bedeutet: Ich erhielt bei der von Juckenack 
und Briining angegebenen Versuchsanordnung durchnittlich immer 
dieselben Ergebnisse, gleichgiiltig, ob ich Haffwasser anwendete oder nicht 
Die in den einzelnen Versuchen nachgewiesenen Arsenmengen konnten 
also nicht aus dem Haffwasser oder vielmehr aus etwa darin enthaltenen 
fliichtigen Arsenverbindungen stammen. Ihre Herkunft muBte aber 
noch aufgeklirt werden. Bei der genauen Priifung der fiir diese Versuch 
in Anwendung kommenden Chemikalien, von denen ich natiirlich nur 
die reinsten im Handel erhaltlichen Fabrikate benutzte, und der Glas 
geriite stellte sich nun heraus, was gréBtenteils vorher bekannt war 
aber nicht von allen Forschern immer geniigend beriicksichtigt worden 
ist, daB in fast allen Chemikalien, auch in den reinsten, noch Spuren 
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Arsen vorkommen, und daB besonders das Glas fast regelmabig mehr 
oder weniger arsenhaltig ist. 


‘ 


Die Bezeichnung ,,arsenfrei“* kann iiberhaupt nicht in absolutem, 
sondern nur in relativem Sinne gelten, etwa wie die Bezeichnungen ,,trocken“* 
der ,,unléslich’*. ,,Trockene** Luft und ,,trockenes** Brot haben immer 
noch einen gewissen Wassergehalt; ,,unlésliche“ Stoffe, wie Bariumsulfat, 
Silberjodid, oder selbst die Schwermetalle, sind immer noch bis zu einem 
sewissen Grade in Wasser léslich. So gilt auch die ,,Arsenfreiheit’* der 
Chemikalien nur in dem Sinne, daB bei der Priifung einer bestimmten 
Menge nach einem Verfahren von bestimmter Empfindlichkeit kein Arsen 
gefunden werden konnte. Es ware aber durchaus mdéglich, daB bei der 
Untersuchung gréBerer Mengen desselben Stoffes oder bei Anwendung 
eines empfindlicheren Verfahrens doch noch Arsen nachgewiesen wiirde. 

In der gewéhnlichen analytischen Chemie brauchen natiirlich solch 
strenge Anforderungen an die Reinheit der Chemikalien nicht gestellt zu 
werden. Selbst das Gebiet der toxikologischen Chemie hért ungefahr da 
wf, wo das hier in Betracht kommende Untersuchungsgebiet anfangt. 
Hier handelt es sich eben um den sicheren Nachweis nicht nur des Vor- 
handenseins, sondern auch der Herkunft kleinster Arsenmengen in der GréBen- 
rdnung von 0,0001 bis etwa 0,015 mg (0,0000001 bis 0,000015 g). 

Es gibt fiir den Arsennachweis in diesem Gebiet zwei groBe 
‘chwierigkeiten; die erste Schwierigkeit ist die, ein zuverlissiges Nachweis- 
verfahren zu haben und zu beherrschen, von solch groBer Empfindlichkeit, 
la} noch bis zu */,9999 mg Arsen damit nachgewiesen werden kann. Wenn 
liese Sechwierigkeit tiberwunden ist, wie mir das vor iiber 20 Jahren gelang?, 
lann entsteht die zweite, vielleicht noch gréBere Schwierigkeit, bei An- 
wendung dieses empfindlichen Verfahrens nun kein Arsen mehr zu finden, 
|. h. die Chemikalien so zu reinigen, daB bei ihrer Verwendung fiir die 
Untersuchung auf Arsen, z. B. auch fiir die Zerstérung der organischen 
Stoffe, durch Anhaufung der darin noch vorhandenen kleinsten Arsen- 
spuren der Gesamtarsengehalt unter der Schwelle der aubersten Nachweis- 
méglichkeit bleibt. Dieser zweiten Aufgabe habe ich mich ebenfalls unter- 
zogen und iiber die Ergebnisse meiner Versuche zur Darstellung arsenfreier 
Chemikalien vor mehreren Jahren berichtet ?. 

So konnte auch im vorliegendem Falle in der von ersten Firmen ge- 
lieferten Natronlauge und auch in der aus ,,Natrium causticum purum* 
hergestellten Lauge fast regelmaBig ein geringer Arsengehalt nachgewiesen 
werden; jedoch zeigte sich, daB man eine Natronlauge von praktisch ge- 
nommen volliger Arsenfreiheit erhalten Rann, wenn man zu der Herstellung 
das aus Natriummetall gewonnene Atznatron (Natrium hydricum puriss. 
e Natrio) anwendet und die daraus hergestellte Lauge nicht in Glas-, 
sondern in PorzellangefaBen aufbewahrt. Auch der Asbest erwies sich 
vielfach als arsenhaltig. 

Wie ich bei Durchsicht der Alteren Literatur finde, hat bereits 
W. Fresenius* vor 46 Jahren darauf hingewiesen, dai fast alle Glaser 
mehr oder weniger arsenhaltig sind. Ferner haben J. Marshall und Ch. Pott* 


1 Zeitschr. f. angew. Chem. 18, 416, 1905. 

2 Ebendaselbst 35, 357, 1922. 

3 W. Fresenius, Zeitschr. f. analyt. Chem. 22, 397, 1883. 

4 J. Marshall und Ch. Pott, Amer. chem. Journ. 10, 425, 1888. 
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einige Jahre spater dariiber berichtet, daB sie in allen Glassorten, au 
einer, Arsen nachgewiesen hatten, und zwar in der GréBenordnung \ 
0,095 bis 0,445 °, As,O,, daB sie ferner alle Fabrikate von Atznatron, au 
einem, als arsenhaltig befunden hatten. AuBerdem machen sie da 
aufmerksam, da® arsenfreie Alkalilaugen bei langerem Aufbewahren 
arsenhaltigem Glase allmahlich Arsen aufnehmen. 

Die von mir gepriiften verschiedenen Glassorten zeigten einen 
wechselnden Arsengehalt. Sonderbarerweise stellte sich heraus, dali vera: 
das fiir chemische Laboratoriumsarbeiten wegen seiner Widerstandsfahigkei: 
besonders geschatzte Jenenser Gerdteglas einen verhiltnismaBig sehr hole 
Arsengehalt von anndhernd 0,5°, aufwies. Auch das schwer schmelzhar 
Glas der Verbrennungsréhren, von der Art, wie sie fiir den Versuch nec} 
Juckenack und Briining notwendig sind, zeigte sich stark arsenhaltig. |. 
ist ja bekannt, daB in den Glashiitten arsenige Saéure teils zur Entfarbung 
teils zur Beférderung des Glasflusses zu der Schmelze hinzugesetzt wird 
Dieser geringere oder gréfere Arsengehalt der Glaser ist um so gefahrliche: 
wenn es sich, wie in dem vorliegenden Falle, darum handelt, mit vdél/ige 
Sicherheit auf das Vorhandensein und die Herkunft kleinster Arsenmenve: 
zu priifen; vor allem mu} man sich bewuBt sein, daf jedes Glas, auch das 
widerstandsfahigste, von Natronlauge und anderen alkalischen Fliissiy 
keiten angegriffen wird, indem sich ein Te'l der Glasoberfliche in de) 
alkalischen Fliissigkeit lést und auf diese Weise auch den entsprechende: 
Arsengehalt mit an die Lésung abgibt. Auf diese Tatsache gestiitzt, hal: 
ich ein einfaches Verfahren zur Priifung von Glas und Porzellan auf Arsen 
gehalt angegeben'. Beziiglich der Einzelheiten der hier mitgeteilten chemi 
schen Untersuchungen médchte ich auf den oben erwahnten Tatigkeits 
bericht des Staatlichen Hafflaboratoriums im Jahre 1925 und meine Ver 
6ffentlichung iiber das Vorkommen von Arsen im Frischen Haff? verweisen 


Kurz zusammengefapt, ist also das Ergebnis meiner nach dem 
Verfahren von J uckenack und Briining ausgefiihrten Versuche folgendes 
Bei der '‘ntersuchung des durch Haffwasser gesaugten Luftstromes 
findei, sich .mmer in der mit Asbest zusammen in dem nicht unmittelbar 
erhitzten Teile des Gliihrohres verwendeten Natronlauge geringe Mengen 
Arsen, zwischen 0,001 und 0,015 mg, die aber nicht aus einem in dem 
Wasser gelisten Gase, sondern aus den fiir den Versuch verwendeten 
Chemikalien und Geriten, insbesondere aus dem mit Natronlaug: 
benetzten Glase stammen. 

Hiermit fillt auch der mir gegeniiber gemachte Einwand, das 
Ergebnis meiner im Jahre 1925 ausgefiihrten Untersuchung sei nicht 
beweisend dafiir, daB im Jahre 1924 nicht doch fliichtige Arsen 
verbindungen im Haffwasser vorhanden gewesen waren. Dieser Einwan! 
wiirde berechtigt sein, wenn J uckenack und Briining bei ihren Versuchen 
Arsenmengen gefunden hiatten, die iiber die GréBenordnung meiner 
Befunde hinausgingen. Tatsichlich aber geben Juckenack und Briininy 
an, daB sie einmal 0,010 und zweimal weniger als 0,010 mg fliichtiges 


1 G. Lockemann, Keramische Rundschau 84, Nr. 50, 8.815, 1926. 
2 Derselbe, Zeitschr. f. angew. Chem. 89, Nr. 47, S. 1446, 1926. 
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\rsen in je 8 Liter Wasser gefunden hatten. Ich habe dagegen bei den 
verschiedenen mit je 10 und 25 Liter Haffwasser ausgefiihrten Ver. 
suchen Arsenmengen gefunden, die zwischen 0,001 und 0.015 mg As 
lagen. Meine Befunde waren also teilweise sogar noch gréBer als die 
von Juckenack und Briining, was sich wohl durch die langere Aus- 
dehnung der Versuchszeit und die dadurch verursachte stirkere Ein- 
wirkung der durch den heiBen Luftstrom erwairmten Natronlauge auf 
Asbest und Glas erklaren laBt. Dieselben Werte erhielt ich aber auch 
hei der gleichen Versuchsanordnung ohne Anwendung von Haffwasser. 

In Wirklichkeit ist es also ganz gleichgiiltig, ob die Versuche in 

der von Juckenack und Briining angegebenen Weise im Jahre 1924 
oder 1925 oder zu irgend einer anderen Zeit ausgefiihrt wurden oder 
werden und ob Haffwasser oder anderes Wasser oder gar kein Wasser 
dabei verwendet wird. Es miissen immer kleinere oder gréBere (in 
der GréBenordnung bis zu etwa 0,015 mg) Arsenmengen gefunden 
werden. , 
Wenn Juckenack und Briining angegeben haben', es hatte sich 
bei Kontrollversuchen mit destilliertem Wasser und Berliner Leitungs- 
wasser ,,kein deutlich wahrnehmbarer Anflug im Glasrohr™ gebildet, 
so kann man bei Wiirdigung der oben geschilderten Sachlage diesen 
Angaben kein groBes Gewicht beilegen. Dab bei diesen Kontroll- 
versuchen ,,kein deutlich wahrnehmbarer Anflug’’ zu bemerken war, 
ist wohl auf Zufalligkeiten in der Versuchsausfiihrung einschlieBlich 
des Nachweises im Marsh-Liebig-Apparat zuriickzufiihren. Ich méchte 
darauf hinweisen, daB ich auch bei einzelnen meiner Versuche, sowohl 
bei den mit, wie bei den ohne Haffwasser angestellten, ebenfalls sehr 
geringe Arsenbefunde gehabt habe, wie bereits erwahnt, einmal 0,001 mg, 
fiinfmal 0,002 mg As. Ob man diese Mengen als deutlich wahrnehm- 
bare Arsenspiegel bezeichnen will oder nicht, hingt nicht nur von der 
Erfahrung des untersuchenden Chemikers, sondern auch von _ ver- 
whiedenen Umstiinden der Versuchsanordnung ab, z. B. von den 
QuerschnittsmaBben der verwendeten Gliihréhre an der Stelle der 
Bildung des Arsenspiegels und vom Vorhandensein oder Fehlen einer 
Kihlvorrichtung. 

Da Juckenack und Briining die Nachweisempfindlichkeit ihres 
Marsh-Liebig-Apparates gar nicht angegeben haben, so 1aBt sich auch 
kein Urteil dariiber fallen, bis zu welcher Grenze die Nachweismdéglich- 
keit bei ihnen reichte. Aus ihren Bemerkungen, daB sie ,.fiir amtliche 
und wissenschaftliche Arbeiten pflichtgemaB arsenfreie Reagenzien’’ 
verwendeten, und da®B diese ,,in vielen, nach Dutzenden zihlenden 
Versuchen und immer unter denselben Bedingungen als arsenfrei 


? Juckenack und Briining, Chem.-Ztg. Jahrg. 50, Nr. 70, 8.513, 1926, 
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befunden” waren, ]aBt sich aber schlieBen, zumal sie sich auf ihr, 
Erfahrungen in der chemischen Toxikologie berufen, daB bei ihnen fii 
die Bewertung der Brauchbarkeit der Chemikalien der iibliche Gesicht. 
punkt der forensischen Chemie maBgebend war. Um so mehr mii 
aber betont werden, dab es sich hier um Fragen handelt, die auBer)ha}}, 
des Gebietes der gewéhnlichen toxikologischen Analyse liegen. — [a 
Juckenack und Briining auberdem nichts davon sagen, ob sie den 
Asbest und das Glasrohr auf einen Arsengehalt gepriift haben, so ist 
wohl anzunehmen, daB dieses nicht geschehen ist; denn sonst wiirden 
ihnen selbst, wenn sie bei dieser Priifung Arsen nachgewiesen hatten 
und das ware nach meinen Erfahrungen bei der Priifung des Roles 
aus schwer schmelzbarem Glase unbedingt der Fall gewesen —. |x 
ziiglich der von ihnen vorgenommenen Deutung ihrer Arsenbefund 
in dem eigentlichen Versuch schwerste Bedenken gekommen sein. 


3. Luft- und Gasuntersuchungen im Hafflaboratorium. 


Um die Frage nach dem Vorkommen fliichtiger Arsenverbindunge: 
im Gebiet des Frischen Haffs méglichst griindlich zu priifen, wurden 
von meinen Mitarbeitern' und mir noch weitere Versuche ausgefiihrt 
Mit Hilfe einer fiir diesen Zweck besonders zusammengestellten An 
saugevorrichtung (Bornkesselgeblase fiir Handbetrieb mit Gasuhr, mit 
langem Saugschlauch und weitem Saugtrichter) wurden vom Boot 
aus an den als besonders gefihrdet bezeichneten Stellen des Haffs 
(namentlich bei Peyse und im Gebiet des Kénigsberger Seekanals 
gréBere Luftmengen (mindestens 300 Liter) unmittelbar von der Wasser 
oberflache aus angesaugt und durch Brom geleitet, wodurch etwaig: 
Arsenverbindungen zuriickgehalten werden miiBten. Auf diese Weise 
kann man z. B. geringste Spuren fliichtiger Arsenverbindungen im 
Leuchtgas? nachweisen. Bei den mit Haffluft ausgefiihrten Versuchen 
erwies sich das benutzte Brom und damit die Luft in allen Fallen als 
villig arsenfrei. 


AuBerdem wurden auch die an verschiedenen Stellen des Haffs 
ziemlich reichlich aus dem Schlamm aufsteigenden Fdulnisgase selbst 
die doch wohl als die eigentlichen Trager der vermuteten fliichtigen 
Arsenverbindungen anzusehen waren, auf etwaigen Arsengehalt gepriift 
Dies geschah in der Weise, daB wir an besonders schlammreichen 
Stellen (Abwassergrabenmiindung unweit Neplecken, Holm von Pevys: 


' An den hier mitgeteilten Untersuchungen waren noch folgen« 
Mitglieder des Hafflaboratoriums beteiligt : Dr. phil. W.Ulrich, cand. chen 
B. F.v. Bilow und cand. chem. K. Otto. 

2 H. Reckleben und G. Lockemann, Zeitschr. f. analyt. Chem. 47, 126, 
1908; Lockemann, Zeitschr. f. angew. Chem. Jahrg. 39, S. 1125, 1926. 
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uni Rosenberg, Ablaufgraben des Sickergelindes bei Klein-Holstein) 
durch geeignete Vorrichtungen die in dem Wasser aufsteigenden Faulnis- 
gase unter LuftabschluB in groben Flaschen auffingen und die ge- 
sammelten Gase dann im Laboratorium einer genauen Untersuchung 
unterzogen., 

Andererseits lieben wir aus verschiedenen Gegenden des Haffs 
gesammelte Schlammproben im Laboratorium bei Zimmertemperatur 
selbsttatig Fdulnisgase entwickeln. Auch diese Gase erwiesen sich 
in allen Fallen als véllig arsenfrei. Es zeigte sich vielmehr, daB® sie die 
iibliche Zusammensetzung von Fiulnisgasen hatten, d. h. als wesentliche 
Bestandteile Methan, Kohlendioxyd, Schwefelwasserstoff und Wasser- 
stoff aufwiesen. 

Da sich an einzelnen Stellen des Frischen Haffs (z. B. bei Zimmer- 
bude und Rosenberg) neben anderen Wassergewiichsen verschiedener 
Art arsenspeichernde Algen (Vaucheriaarten) fanden, so haben wir auch 
mehrere Versuche in der Weise ausgefiihrt, daB wir griBbere Mengen 
dieser Algen (d.h. einige Kilogramm) mit einem Arsengehalt von 
0.9 bis 7 mg As (entsprechend 7.5 bis 47 mg As in 1 kg Trockengewicht) 
im Laboratorium in geeigneten GefaiBen der Fdulnis iiberlieBen und 
die von ihnen entwickelten Gase unter LuftabschluB auffingen. Falls 
sich irgendwo fliichtige Arsenverbindungen bilden sollten, waren sie 
hier in erster Linie zu erwarten gewesen. Aber die aus den arsen- 
speichernden Algen entwickelten Fiulnisgase erwiesen sich bei der 
chemischen Untersuchung ebenfalls als véllig arsenfrei. 

Diese Versuche wurden in den Jahren 1925 und 1926 sowohl in 
Pillan wie in Berlin mit dem gleichen Ergebnis ausgefiihrt. Die selbst- 
tatige Entwicklung der Gase lieBen wir in geeigneten GlasgefiBen bei 
LuftabschluB vor sich gehen, und zwar teils in den Laboratoriums- 
raumen, teils im Freien unter unmittelbarem Zutritt des Sonnenlichtes 
Auch wurden noch weitere Anderungen in der Versuchsanordnung 
vorgenommen, indem teils kleine Mengen von Faulnisbasen (unter 
anderen Neurin), teils von Arsen (20 bis 500 mg As auf 1 kg faulender 
\lgen) hinzugesetzt wurden. Die Gasentwicklung nahm mit der Menge 
des Zusatzes (z. B. beim Arsen bei Zusatz von mehr als 50 mg) dieser 
Stoffe ab, die offenbar als Gifte auf die gasentwickelnden Mikroben 
wirken. In allen Fallen aber war auch hier in den entwickelten Gasen 
keine Spur Arsen nachzuweisen. 


Fiir diese Versuche galten natiirlich hinsichtlich des Arsennachweises 
lieselben VorsichtsmaBnahmen, wie sie oben ausfiihrlicher gesehildert 
sind. Es soll nicht unerwahnt bleiben, daB bei der Untersuchung der- 
artiger Faéulnisgase, zwar nicht in der Staatlichen Nahrungsmittelunter- 
suchungsanstalt in Berlin, aber in einem anderen Forschungsinstitut, 
geringe Arsenspuren gefunden wurden, deren Herkunft in ahnlicher Weise 
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zu erklaren ist, wie das bei der Wiederholung der Versuche von Juchen, 
und Briining geschah. 


Meine Befunde stehen iibrigens in Ubereinstimmung mit den Anga! 
von M. Tonegutti', der bei der Faulnis von arsenhaltigen Proteinstof{o, 
(z. B. Leichenteilen usw.) auch die bei Gegenwart der Arsenschimme!) ily; 
entwickelten Faulnisgase voéllig arsenfrei fand. 

Im iibrigen ist, soviel ich wei®, bisher noch nicht endgiiltig festgest«||;, 
ob die Schimmelpilze, welche, wie vor allem das Penicillium brevicaile, 
aus arsenhaltigen Nahrbéden fliichtige Arsenverbindungen von charak 
teristischem Geruch entwickeln, tiberhaupt fahig sind, diese Tatigkei: 
auch unter Wasser auszuiiben, also aus Wasser oder Schlamm das Apsey 
aufzunehmen und in fliichtige Verbindungen zu iiberfiihren?. Das Peni 
cillium brevicaule wird jedenfalls nach dem Vorgang von Gosio nicht 
unter Wasser, sondern auf Brotkrumen, Kartoffelschalen oder ahnliche: 
Nahrbéden, die mit eimer gewissen Menge arseniger Saéure  versetz 
sind, geziichtet. 

Zu der Frage der Giftigkeit dieser von mehreren Schimmelpilzart« 
entwickelten fliichtigen Arsenverbindungen mu8B noch folgendes gesayr 
werden. Zufolge einer im Jahre 1896 von O. Emmerling® gemachten Bx 
merkung, daB die Bildung giftiger Gase aus arsenhaltigen Tapeten dure! 
Mikroorganismen héchst unwahrscheinlich sei, teilte 2. Gosio* kurz daraut 
mit, es sei ihm bereits 1892 gelungen, neben anderen Schimmelpilzen oh 
Gasentwicklung auch solche aufzufinden und zu ziichten 5, die die Fahigkei 
haben, aus arsenhaltigen Nahrbéden fliichtige organische Arsenverbindunye 
mit einem knoblauchartigen Geruch zu entwickeln. Als den hervorragendst« 
Vertreter dieser Schimmelpilze bezeichnete er das Penicillium brevicaul 
Um die Giftigkeit der von diesen Pilzen bei Gegenwart von arseniger Siéiur 
entwickelten Gase zu priifen, brachte er Mause in die GefaBe, in denen er 
die tippig gedeihenden Pilze ziichtete. Da die Mause haufig nach wenigen 
Sekunden starben, glaubte Gosio, auf eine ganz besonders groBe Giftigkei 
dieser entwickelten Gase schlieBen zu miissen. Wie aber R. Abel uni 
P. Buttenberg® 2 Jahre spaiter nachwiesen, sind die Mause in dem Versuc! 
von Gosio nicht einer Vergiftung durch die entwickelten Arsengase, sondern 
einem durch das von den Pilzen in groBem Uberschu8 entwickelte Kohlen- 
dioxyd verursachten Sauerstoffmangel erlegen. Wurde das dauernd ent- 
wickelte Kohlendioxyd durch Atzkali entfernt, und wurde der verbraucht: 
Sauerstoff geniigend ersetzt, so blieben die Mause am Leben; andererseits 
starben Mause in einem Glaskolben in der gleichen Weise wie bei den Ver 
suchen von Gosio, wenn Kohlendioxyd in Abwesenheit von Arsengase 
eingeleitet wurde. 


' M. Tonegutti, Boll. Chim. Farm. 48, 259 und 370, 1909. 

2 Siehe auch Thumm, Kleine Mitteilungen fiir die Mitglieder des Vereins 
fiir Wasserversorgung und Abwisserbeseitigung, e. V., Jahrg. 1, Nr. 4 5, 
S. 71, 1925. 

3 O. Emmerling, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 29, 2728, 1896; 30, 
1026, 1897. 

* B. Gosio, ebendaselbst 30, 1024, 1897. 

5 Derselbe, Riv. @igiene e sanité pubblica, Ann. IIl, Nr. 8/9; Arch. 
ital. de Biologie 18, Nr. 2. 

® Abel und Buttenberg, Zeitschr. f. Hygiene 32, 449, 1899. 
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W. Hausmann’! hat dann den Versuch noch linger ausgedehnt, indem 
er vier Mause iiber 2 Monate lang der Wirkung der von Penicillium brevicaule 
entwickelten, tibelriechenden Gase aussetzte. Die Miiuse gediehen dabei 
ausgezeichnet und warfen sogar Junge. Durch diese Befunde sah sich 
lann 2B. Gesio® veranlaBt, seine friiheren Angaben zu _ berichtigen und 
selber zu erkliren, dab die Versuchsmause nicht an Arsenvergiftung, sondern 
an Sauerstoff/mangel eingegangen seien. Spéter hat dann auch H. Huss 
Stockholm)* diese Befunde durch neue, auch auf Meerschweinchen und 
Kaninchen ausgedehnte Versuche bestitigen kénnen. G. Joachimoglu und 
J. R. Spinner* haben, gerade mit Riicksicht auf die Arsentheorie der 
Haffkrankheit, ebenfalls neue Versuche mit Meerschweinchen und Mausen 
angestellt, ohne daB sie bei einer Versuchsausdehnung bis auf etwa 52 Tage 
nachteilige Wirkungen der stark riechenden Arsengase auf die Versuchs- 
tiere hatten feststellen kénnen. 

Aus allen diesen Versuchen mu man den SchluB ziehen, daB die von 
irsenschimmelpilzen entwickelten /liichtigen Verbindungen mit Knoblauch. 
geruch, die tibrigens nach den Untersuchungen von 2. Klason (Stockholm) 
eine Spur von Arsenwassersto/f enthalten, vielmehr als Ath ylkakod yloryd 
aufzufassen sind, keinerlei nachweisbare giftige Wirkungen ausiiben. Sonder- 
barerweise hat sich aber die von Gosio zuerst gemachte fehlerhafte Angabe 
in manchen wissenschaftlichen Kreisen bis heute behauptet. Um so not- 
weniger erschien es, hier auf die von verschiedenen Forschern gemachten 
Befunde der Unschadlichkeit dieser Gase ausdriicklich hinzuweisen. 

Obwohl sich die Haffgase als véllig arsenfrei erwiesen, wurden 
im Hafflaboratorium auch noch Tierversuche ausgefiihrt, um zu priifen, 
ob die Gase nicht irgendwelche andere, dem analytischen Nachweis 
ivgl. S. 203) etwa entgangene giftige Bestandteile enthielten. Die 
von Herrn Dr. med. vet. Fortner mit Faulnisgasen aus verschiedenen 
Gegenden des Haffs (Abwassergrabenmiindung, Peyse, Patersort, 
Passarge) unter dauernder geniigender Luftzufuhr und Fortnahme des 
entwickelten Kohlendioxyds an Katzen angestellten Einatmungs- 
versuche ergaben keinerlei Krankheitserscheinungen [vgl. Tatigkeits- 
bericht des Hafflaboratoriums 1925, 8.15 (107). 

In dem im Herbst 1927 erschienenen Buche ,.25 Jahre preuBische 
Medizinalverwaltung seit ErlaB des Kreisarztgesetzes 1901 bis 1926" * 
wird auf S. 205 und 206 gesagt, daB dem Geheimrat Juckenack im 
Oktober 1924 ,,der einwandfreie Nachweis fliichtiger Arsenverbindungen* 
n drei aus verschiedenen Gegenden des Frischen Haffs stammenden 


' W. Hausmann, Zeitschr. f. Hygiene 538, 509, 1906. 

2 B. Gosio, Studi sulle bioreazioni dell’ arsenico, tellurio e selenio e 
ro applicazioni pratiche, 8. 104; Roma 1906. 

’ H. Huss, Zeitschr. f. Hygiene 76, 361, 1914. 

* Joachimoglu und Spinner, Deutsch. med. Wochenschr. Jahre. 51, 
Nr. 36, S. 1483, 1925. 

5 P. Klason, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 47, 2634, 1914. 

* Im Auftrage des PreuBischen Ministers fiir Volkswohlfahrt heraus- 
gegeben von der Medizinalabteilung des Ministeriums (Berlin W 8, C. Hey- 
manns Verlag, 1927). 
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Wasserproben gelungen sei, und daB parallel mit einem ..Zuriickge}, 
des Arsengehalts im Haffwasser’*, das bereits Ende Juni 1925 nur noc} 
den zehnten Teil seines im Oktober 1924 festgestellten Arsenge}).|;. 
aufgewiesen habe, auch die Haffkrankheit nachgelassen habe. 

Demgegeniiber kann auf Grund der hier mitgeteilten Versuc). 
ergebnisse nur folgendes festgestellt werden (vgl. ferner S. 209) 

1. Fiir das Vorkommen von arsenhaltigen Gasen im Gebiet dis 
Frischen Hafjs ist bisher kein experimenteller Beweis geliefert worden 

2. Auch wenn tatsachlich, was nicht der Fall ist, das Vorkommen 


fliichtiger organischer Arsenverbindungen im Gebiet des Frischen Haffs 
mit Sicherheit nachgewiesen wire, oder wenn es noch nachgewiese 
werden sollte, so wiirde ein solcher Befund keinerlei Veranlassung daz 
geben, derartige arsenhaltige Gase als Ursache fiir die Haffkrankheit in 
Betracht zu ziehen, da diese Gase in mehrfachen, von verschiedene; 
Forschern wiederholten Tierversuchen als vollig ungiftig befunde: 
wurden. 

3. Die im Frischen Haff entwickelten Faulnisgase erwiesen sic! 
bei geniigender Luftzufuhr und Bindung des entwickelten Kohlendioxy «ds 
im Tierversuch als unschadlich. 


4. Bestimmung des Arsengehalts von Tieren, Pflanzen, Wasser- und Grund- 
proben des Frischen Haffs. 


a) Haffwassertiere und -pflanzen. 


Die Untersuchung der im Frischen Haff vorkommenden Tier 
und Pflanzen ergab im allgemeinen einen sehr geringen Arsengehalt 
Von den Untersuchungen seien folgende Beispiele angefiihrt. 


Bereits im Oktober 1924 priifte ich auf Veranlassung von Profess« 
Dr. Schnabel drei Aale im Gewicht von 53, 83 und 113 ¢ auf ihren Arsen 
gehalt. Ich konnte in den einzelnen Aalen 0,001 bis 0,003 mg As nac! 
weisen, d.h. durchschnittlich etwa 0,03 mg As in 1] kg (6 bis 15 Stiick 
lebender Aale. In den Jahren 1925 und 1926 ergaben sich, auf das gleich: 
Gewicht berechnet, ganz abhnliche Werte, namlich 0,013 und 0,050 mg 
(Aale von Fischern aus Rosenberg), 0,010 und 0,050 mg (aus Leysuhnen). 
dabei aber auch einzelne héhere Werte, 0,100 und 0,200 mg As (aus Peys« 
siimtliche Zahlen auf 1 kg lebender Aale bezogen. In einigen Aalen, div 
aus der Ostsee aus der Gegend von Géhren auf Riigen stammten, und (1 
wir uns zwecks Untersuchung eigens von dort hatten schicken lasse: 
konnte dagegen kein Arsen nachgewiesen werden. 


Der gefundene Arsengehalt der Aale geht in keiner Weise wber 
die Grenze des ,,physiologischen Arsens* hinaus, wie sich tiberhaupt 
ein solcher fast in allen Lebewesen einschlieBlich des Menschen vor 
findet und dann natiirlich besonders hervortritt, wenn die Umwelt 
des Lebewesens mehr als gewéhnlich Arsen enthalt. Diese Tatsach« 
ist von zahlreichen Forschern durch eingehende Untersuchunge! 
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immer wieder von neuem festgestellt worden (unter anderem von 
(|. Bertrand', A. Gautier®, O. Billeter®). 


Diese Befunde sind um so wichtiger, als auf Grund der im Staat- 
lichen Hafflaboratorium ausgefiihrten Untersuchungen die Aale in 
erster Linie als Trager der Ursache fiir die Entstehung der Haffkrankheit 
n Betracht kommen. Es kann sich also um kein arsenhaltiges Gift 
handeln. In dem oben erwahnten Bericht der Medizinalabteilung des 
Ministeriums fiir Volkswohlfahrt ..25 Jahre preubische Medizinal- 
verwaltung™ wird (S. 206)'ausdriicklich die Méglichkeit zugegeben, dab 
der Aal imstande sei, ..den Giftstoff der Haffkrankheit aus dem Schlamm 
wufzunehmen und in seinem Koérper unverandert zu speichern’. Wenn 
iiber die Natur dieses Giftes zwar nichts gesagt wird, so mu doch 
iber der Leser des Berichts wohl zu der irrigen Anschauung kommen, 
es handele sich hier um eine Speicherung der in demselben Bericht 
kurz vorher ausdriicklich als Ursache der Haffkrankheit angegebenen 
arsenhaltigen Verbindung, zumal von den 1926 und 1927 vorgekommenen 
Erkrankungen gesagt wird, dab sie ,.wohl noch auf das in dem Schlamm 
des Haffs vorhandene Arsen zuriickgefiihrt werden miissen bzw. auf 
den GenuB von Aalen, die in solchem Schlamm gelebt haben**. Wie 
jedoch aus den mitgeteilten Untersuchungen hervorgeht, bleibt der 
Arsengehalt der Aale in ,,physiologischen** Grenzen, ist also tatsichlich 
so gering, daB ihm eine Bedeutung fiir die Entstehung der Haffkrankheit 
nicht beigelegt werden kann. 

Von niederen Wassertieren wurden Schnecken, Miickenlarven (Chirono- 
miden) und Flohkrebse (Gammariden), die nach Urteil der Sachverstandigen 
einen Teil der Aalnahrung bilden, auf Arsengehalt untersucht. Zur Unter- 
suchung gelangten Mengen zwischen 7 und 31 g dieser Tiere; aus den dabei 
erhaltenen Arsenbefunden wurde jeweils der Gehalt in 1 kg Trockengewicht 
berechnet. Dabei ergaben sich in den Jahren 1925 und 1926 folgende Werte: 
Schnecken aus dem Holm von Rosenberg [kleinste Planorbis von 1 bis 6 mm 
Durchmesser, vereinzelt kleinste Limnaeen (1925)] enthielten etwa 0,015 mg, 
MViickenlarven aus der Mitte des Haffs (1925) etwa 0,04 mg, Miickenlarven 
aus der Gegend von Frauenburg (1926) etwa 0,08 mg und Flohkrebse aus 
lem Holm von Rosenberg (1925) etwa 0,2 mg, von der Mole von Kahlberg 
1926) 0,14 mg As in 1 kg Trockengewicht. 

Von Wasserpflanzen haben wir verschiedene Arten untersucht. Die 
meisten hatten einen ahnlch niedrigen Arsengehalt wie die Wassertiere. 
Im Jahre 1925 waren in 25 g feuchten, submersen Wasserpflanzen (Laich- 
krauter und dergleichen) aus dem Holm von Rosenberg, aus der Nahe von 


1G. Bertrand, C. r. de Acad. des Sciences 134 u. 185, 1902; 186 u. 
137, 1903. 

2 A. Gautier, C. r. 129, 1899; 180 u. 181, 1900; 134 u. 185, 1902; 137, 
1903; 139, 1904 u.a. 

3’ O. Billeter und E. Marfurt, Helvetica chimica acta 1, 475, 1919; 
6, 258, 771, 780, 1923. 
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Peyse und dem Biisterwald nur geringe Spuren Arsen nachzuweisen. In | ky 
Fadenalgen und verschiedenen anderen Wasserpflanzen aus der Nahe le 
Abwassergrabenmiindung waren dagegen 0,055 und 0,13 mg As (dies 


entspricht 0,5 und 1,1 mg As in 1 kg Trockengewicht) enthalten. Die vi 
dem stark arsenhaltigen Schlamm im Holm éstlich von Zimmerbude herani 
geholten Gewachse zeigten einen mehr oder weniger héheren Arsengehal; 


In 1 kg hatte eine Probe Tausendblatt 0,3 mg As (—> 3 mg in 1 kg Trocken- 


gewicht), ein Gemisch verscniedener Pflanzen mit Schlauchalgen 0,9 my As 


(—> 7 mg in | kg Trockengewicht), Schlauchalgen allein 6 mg As (— > 18 me 


in Lkg Trockengewicht) und 7mg As (—®> 47 mg in Lkg Trockengewic})t }! 
Im Jahre 1926 ergaben sich ahnliche Werte. 


b) Wasser. 


Der Arsengehalt des Wassers schwankt natiirlich, je nachden 
ob man eigentliches Haffwasser (z. B. aus der Mitte des Haffs) ode: 
das dem Kénigsberger Abwassergraben entstammende Abwasser (von 
der Fischhauser Wiek bis in den ausgehenden Strom des Pillauer Se« 
tiefs) oder schlieBlich auch Proben aus dem Bereich des durch das 
Pillauer Seetief einstré6menden Seewassers untersucht. 

Folgende Beispiele seien fiir die Arsenbefunde im Wasser an 
gefiihrt : 

Tabelle I. Arsengehalt des eigentlichen Haffwassers. 





Zeit * Ort der Entechme Arsen in I Liter 


mg 
19. V. 1925 Bei Grob-Heydekrug. . 0,002 
_ ae # Mitte des Hafis zwischen Tolkemit ‘und ‘Elbing 
(mehrere Proben) . . * dt . . 9,001—0,008 
16. VI. 1926 Kénigsberger Rinne bei Tonne 6... 0,002 
6. VIL. Seekanal bei Peyse — Signalstation. ..... 0,005 
16. VII. Pillaner Rinne bei der Leuchttonne. . ... . 0,008 
16. VII. Gegend von Rosenberg-Tonne ........ 0,907 


Tabelle IJ. Arsengehalt des Kénigsberger Abwassers aus dem Abwasse1 
graben bei Neplecken. 





: : 1 Liter 
Zeit Ort der Entnahme enantio 5 See 


mg 

Oktober 1924 Wahrscheinlich aus der Grabenmindung (von 
Prof. Schnabel entnommen, vgl. 8.197). . . 0,200 
29. X. 1925 | 0,100 
21. VI. 1926 ‘ Ktwa 50m oberhalb der Grabenméndung - - - | 0,029 
4. X. 1927 | | 0,030 
17. XII. | 0,015 
24. XII. Etwa 500m oberhalb der Grabenmiéndung - - 0,045 
21. VII. 1928 | \ 0016 


1 Nach der von Herrn Prof. Dr. Kolkwitz in der Staatlichen Lanes 
anstalt fiir Wasser-, Boden- und Lufthygiene in Berlin-Dahlem freundlichs' 
ausgefiihrten Bestimmung handelt es sich hier um die Schlauchalgener 
Vaucheria. 
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cle III. Arsengehalt von Wasserproben mit Abwasser auBerhalb des 





Abwassergrabens. 
Zeit Ort der Entnahme Assen in 1 Liter 
| mg 
a) Gebiet der Fischhauser Wiek. 
1. VI. 1926 )) ,. p f 0,012 
- : ’ w wes . al - . : - 
© VIL Etwa 100m westlich der Grabenmindung \ 0,017 
b) Im ausgehenden Strom. 
96. VIE. 1005 | Pillewer Gootief. . wt tte ts 0,016 
0. VIN. 1988 | Seekanaleinfahrt .........2.2.22..-. 0,006 


Aus diesen Zahlen geht hervor, daB sich der Arsengehalt des eigent- 
lichen Haffwassers in den Jahren 1924 bis 1926 kaum geandert hat. 
Im Jahre 1924 war, wie auf 8.195 u. 196 angegeben, von anderen 
Untersuchern ein Arsengehalt in Haffwasserproben gefunden worden, der 
zwischen Spuren und 0,008 mg As im Liter schwankt. Dieselben Zahlen 
finden wir in der hier angefiihrten Zusammenstellung fiir die Jahre 1925 
und 1926. Jedenfalls hat sich der Arsengehalt des Haffwassers nicht, 
wie in dem Bericht des Wohlfahrtsministeriums angegeben wurde, 
bis Juni 1925 auf den zehnten Teil verringert (vgl. S. 206). 

Der Arsengehalt der Kénigsberger Abwéisser scheint dagegen in den 
letzten Jahren abgenommen zu haben. Natiirlich schwankt er, je 
uachdem, ob die Untersuchungsprobe gerade aus einer Fabrikabwasser- 
welle stammt oder mehr aus den allgemeinen stadtischen Abwassern. 
Dieses Arsen wird, wie die Proben aus dem ausgehenden Strom zeigen, 
vielfach nicht in das Haff, sondern auch durch das Pillauer Tief in die 
Ostsee getrieben. 

Die fiir den Arsengehalt des Frischen Haffs festgestellten Zahlen 
rscheinen im Vergleich mit denen anderer Gewdsser von Industriegegenden 
lurchaus nicht besonders hoch. Bei der Untersuchung von Wasserproben aus 
em Bereich der Gewdsser von GroB- Berlin konnten wir folgendes feststellen : 


Tabelle IV. Arsengehalt der Gewasser von Grob-Berlin. 





| Arsen in 1 Liter 


Zeit Ort der Entnahme 
mg 
1, IL. 1927 Dahme, siidlich der Briicke bei Schmickwitz. . 0,001 
\. VI. 1928 Dahme bei Wildau, unmittelbar unterhalb einer 
chemischen Fabrik . . Pte era wo 0,060 
% II. 1927 Spree, unterhalb Spindlersfeld, gegeniiber einer 
Farberei . . ro ae ae 0,016 
il. H, Spree in Berlin bei der Alsenbricke . . 0,010 
IT. Schiffahrtskanal ante: -Berlin, bei der Putlitz- 
briicke. . .. ; 0,002 
29. IX. a eT ni ae ee ee 0,005 
4 L 1928 “ (Oberflichenwasser) “eer “hone 0,003 
& -Z sa (Tiefenwasser) . . ene ee eS 0,004 
\8. I. 1927 Havel bei Lindwerder . . . . Se as kt ee 0,008 
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Wir finden also in den Berliner Gewissern im allgemeinen wnge jah, 
denselben Arsengehalt (0,001 bis 0,010) wie im Wasser des Frischen Haff, 
(0,001 bis 0,008) und in der Nahe von Fabriken sogar teils erheb|ici 
héhere Werte (0,060 und 0,016) als in der Nahe der Miindung des 
Kénigsberger Abwassergrabens (bis zu 0,017) oder in dem das Wasser 
des Abwassergrabens fiihrenden ausgehenden Strome des Pillaner 
Seetiefs (0,016). 

c) Grundproben. 


Uber den Arsengehalt der in dem Gebiet des Frischen Haffs ge 
nommenen Grundproben 1aBt sich folgendes sagen: 


Die Hauptmenge des Arsens scheidet sich offenbar zusammen 
den Sinkstoffen in dem Bodenschlamm ab. Diese Abscheidung wird ver. 
mutlich gréBtenteils durch Adsorption an den in dem Abwasser enthaltene 
anorganischen (besonders Eisenverbindungen) und organischen Schwely 
stoffen hervorgerufen; vielleicht ist auch der bei den Faulnisvorgiinye 
entwickelte Schwefelwasserstoff daran beteiligt. Weiterhin ist eine A! 
scheidung des Arsens, aber erst nach Beendigung der eigentlichen Fau|nis, 
durch Speicherung in pflanzlichen und tierischen Lebewesen anzunehmen, 
die dann ihrerseits beim Absterben ebenfalls sich am Wasseruntergrin 
sammeln. 

Der aus dem K6nigsberger Abwassergraben stammende Schlamy, 
der neben dem des Pregels in erster Linie als Arsentriger zu betraclite: 
ist, wird durch die wechseInden Strémungen, die vor allen Dingen dure! 
den im Pillauer Seetief ein- und ausgehenden Strom veranlaBt werden, 
von seiner ersten Ablagerungsstelle am Ostufer der Fischhiuser Wick an 
der Abwassergrabenmiindung nahe Neplecken allmahlich durch das ganz 
Haff getrieben und lagert sich an den mit Schilf und Binsen bestandenc: 
flachen Uferstellen, den sogenannten Holmen, und an anderen ruhige 
Stellen ab. Da eine andere Herkunft als aus dem Ké6nigsberger Industri: 
bezirk fiir das Arsen im Bereich des Frischen Haffs nicht bekannt ist, » 
kann im allgemeinen die Héhe des Arsengehalts des Schlammes als ein An 
zeichen seiner Herkunft angesehen werden; d.h. ob und inwieweit <lieser 
Schlamm aus Kénigsberger Abwiissern stammt. 

Bei der Untersuchung der einzelnen Grundproben in den Jahren 1925 
bis 1928 ergab sich beziiglich des Arsengehalts folgendes: Der Schlamn 
innerhalb der Bezirke der Kérigsberger Klar- und Abwasseranlagen hatte, 
wie nicht anders zu erwarten war, in einzelnen Fallen sehr hohen Arsen 
gehalt. Als Héchstwerte wurden gefunden im Jahre 1925: 800 mg, 1926: 
89 mg, 1927: 50 mg, 1928: 27 mg As in 1 kg Trockengewicht. Diese Zahlen 
konnen nicht etwa als Durchschnittswerte gedeutet werden ; sie geben vielme!: 
aur die Befunde an den einzelnen Stellen an, ohne dadurch die Méglichkeit 
auszuschlieBen, daB an anderen Stellen vielleicht auch noch héhere W ert 
haétten gefunden werden kénnen. 

Im Gebiet der Fischhaéuser Wiek, des nérdlichsten Teiles des Frische 
Aaffs, wurden im Jahre 1925 Werte festgestellt, die zwischen 1,4 mg un 
(in der Gegend der Abwassergrabenmiindung bei Neplecken) etwa 48 mx 
lagen. Im Jahre 1926 fanden sich in diesem Gebiet Werte zwischen 0,1 is 
39 mg; 1927 konnte als héchster Wert 22 mg und 1928 nur noch 13 mg As 
ermittelt werden. Fiir diese Zahen gillt naturgemi8 dasselbe, was oben 
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beziiglich des Arsengehalts der Bezirke der Klar- und Abwasseranlagen 
anvefuhrt wurde. 

Im Gebiet der Pregelmiindung und des Kénigsberger Seekanals wurden 
folvende Werte gefunden: 1925:3 bis 33 mg, 1926:2 bis 18 mg, 1927:4 bis 
i7 mg, 1928:3 bis 37 mg As. 

Unterhalb der Zellstofjabrik Cosse bei Dammkrug hatten die dort aus 

Pregel genommenen Schlammproben erheblich héheren Arsengehalt; 
1925: 260 mg, 1926: 180 mg, 1927: 77 mg, 1928: 106 mg As in | kg Trocken- 
vewicht. Die aus dem Koénigsberger Haff bis zur Linie Kamstigal) — Kahlholz 
stammenden Grundproben ergaben folgende Werte 1925: zwischen 0,2 und 
smg, 1926: zwischen 0,7 und 11 mg, 1927: zwischen 5 und 22 mg, 1928: 
pwischen 4und 40 mg As. Im Mittelhaff von der Linie Kamstigall — Kahlholz 
his zur Linie Narmeln —Pfahlbude wurden folgende Werte ermittelt 1925: 
pwischen 0,2 und 6mg; 1926: zwischen 0,2 und 8 mg, 1927: zwischen 4 
md 13mg, 1928: zwischen 0,6 und 14mg As. 

In den Holm von Alt-Passarge wurden im Jahre 1925 22 mg As fest- 
yvestellt; im Hafen von Rosenberg 1925 und 1926 je 12 mg As. 

Im Elbinger Haff (siidlich der Linie Narmeln —Pfahlbude) waren 
die Arsenbefunde 1925: zwischen 0,1 und 3 mg, 1926: zwischen 0,2 und 
6mg, 1927: zwischen 2 und 5 mg, 1928: zwischen 6 und 12 mg. Im Holm. 
loch, éstlich vom ,,Heiligen Stein‘*‘, wurden 1925 4mg und 1926 5mg As 
vefunden. 


Aus den mitgeteilten Zahlen 14Bt sich folgendes feststellen: 
Waihrend der Arsengehalt des durch die Kénigsberger Abwdsser dem 
Frischen Haff zugefiihrten Schlammes in den Jahren 1925 bis 1928 
im allgemeinen abgenommen hat, weisen die Grundproben in den 
einzelnen Gebieten des Frischen Haffs durchaus keine durchschnittliche 
Aimahme des Arsengehalts auf; im Gegenteil sind die in den ver- 
schiedenen Teilen des Haffs gefundenen Werte im Jahre 1926 und 
besonders in den Jahren 1927 und 1928 durchschnittlich héher als im 
Jahre 1925. Das diirfte darauf hindeuten, daB der aus den Kénigs- 
berger Abwiissern stammende, durch den Abwassergraben und den 
Pregel dem Haff zugefiihrte arsenhaltige Schlamm allmihlich auf dem 
Haffgrund nach Siiden wandert. Es ist wohl anzunehmen, dab wahrend 
dieser Wanderung ein allmahlicher Abbau und eine Vermischung mit 
anderem Schlamm und Schlick stattfindet. 


Hierbei ist noch folgendes zu beriicksichtigen: Vor dem in den Jahren 
1914 bis 1917 durchgefiihrten hochwasserfreien AbschluB der Nogat wurde 
las Frische Haff alljahrlich periodisch von groBen Hochwassermengen 
der Weichsel durchspiilt, die eine Bodenwanderung von Siidwesten nach 
Nordosten und teilweise Ausspiilung in die Ostsee bewirkten'. Auf diese 
Weise wurden offenbar die bereits vor dem Kriege von den beiden Kénigs- 


1 P. Schiemenz, Gutachten iiber die Fischereiverhaltnisse im Frischen 
Haff und iiber die durch den Abschlu8 der Nogat zu erwartenden Ver- 
anderungen. Danzig 1907. 
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berger Zellstoffabriken fast vollstandig ins Haff (durch Abwassergra)) 
und durch besondere Schleifenfahrten mit Prihmen) gebrachten schlammiy«, 
Abfallstoffe unschadlich gemacht. Seitdem durch die groBe Schleuse 
der Montauer Spitze der Wasserzuflu8 so geregelt ist, daB jahrlich ; 
noch etwa ein Zehntel der friiheren Wassermengen in regelmaéBigem Z)i\, 
ins Haff gelangt, ist eine derartige, reinigend wirkende Ausspiilung 
Haffs fortgefallen. Statt dessen macht sich jetzt nur die durch die eige: 
artigen Strémungsverhiltnisse des Haffs bedingte Bodenwanderuny 
entgegengesetzter Richtung bemerkbar. 

Um ein allgemeines Urteil iiber die Bedeutung des Arsengehalts | 
Schlamm und sonstigem Wasseruntergrund zu gewinnen, haben wir «i: 
gréBere Anzahl von Grundproben aus Grof-Berliner Gewdssern ebent 
auf ihren Arsengehalt gepriift. Dabei ergaben sich auf 1 kg getrocknet, 
Grundprobe im Seenbereich éstlich von Berlin im Jahre 1927 Arsenge! 
zwischen 2,5 und 4,6mg. In dem sich daran anschlieBenden Industri: 
bezirk Berlin-Ost lagen die Werte zwischen 31 und 127 mg; im Berlin 
Stadtbezirk der Spree zwischen 18 und 40 mg, im Stadtbezirk des Sc| 
fahrtskanals Berlin — Spandau zwischen 49 und 55 mg, im Seenbereich «i: 
Havel westlich von Berlin zwischen 40 und 300 mg As. In unmittelha: 
Nahe gréBerer Fabriken fanden sich noch erheblich héhere Werte, 7. | 
530, 7400 und sogar 11700 mg As. 


Die in den Berliner Bezirken gefundenen Zahlen stehen also durchav- 
nicht hinter denen im Gebiet des Frischen Haffs zuriick, iihertreffen 
vielmehr hdufig noch. Die im Frischen Haff vielfach ermittelten niedrige: 
Werte unter 2.5 mg wurden hier nur sehr selten gefunden. 


Wie auch bereits S.Goy und W. Rudolph* bei ihren Untersuchung 
iiber den Arsengehalt der ostpreuBischen Gewasser (Gebiete des Friscl« 
und Kurischen Haffs) festgestellt haben, kommt dort Arsen nicht nw 
dem durch industrielle Abfallstoffe verunreinigten Untergrund der Gewass 
vor, sondern in geringen Mengen auch da, wo Verunreinigungen industri! 
Herkunft nicht nachzuweisen sind. Mit meinen Mitarbeitern habe ic! 
naiheren Priifung dieser Frage bereits seit langerer Zeit umfangreic! 
Untersuchungen von Bodenproben aus den verschiedensten Gegenden Deutsc)- 
lands ausgetiihrt, deren Ergebnisse ebenfalls zu dem SchluS fiihrten, ca 
das Arsen in der Natur fast iiberall verbreitet ist und in Industriegegen de 
noch durch die Abfallstoffe der Fabriken mehr oder weniger angehidu! 


wird, ohne daB sich daraus bisher nachteilige Wirkungen ergeben haben’. 


Zusammenfassend 1aBt sich wohl der Schlub ziehen, daB man 
dem Arsengehalt von Wasser, Schlamm und anderem Untergrund in 
Gebiet des Frischen Haffs keine ursdchliche Bedeutung fir die Entstehunz 
der Haffkrankheit beilegen kann. 

Wenn nun weder Arsengase noch andere giftige Gase im Gebiet 
des Frischen Haffs nachgewiesen werden konnten, und wenn auch dem 


1 S.Goy und W. Rudolph, Zeitschr. f. angew. Chem. 40, 945, 1927 
2 In der Gegend von Reichenstein i. Schl. sind allerdings, aber |» 
erheblich héherem Arsengehalt von Grund- und Brunnenwasser, Ver- 
giftungen aufgetreten. Siehe Gruner, Landwirtsch. Jahrb. 40, 517, 111. 
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\rsengehalt des durch den Konigsberger Abwassergraben dem Haff 
nigefiihrten Schlammes keine besondere Bedeutung beigelegt werden 
konnte, so wird man sich um so mehr fragen: 


5. Worin ist die Ursache der Haffkrankheit zu erblicken? 

Nach dem jetzigen Stande der Forschungen l48t sich diese Frage 
nicht mit geniigender Klarheit beantworten. Auf Grund der epidemio- 
laischen Beobachtungen und der im Hafflaboratorium ausgefiihrten 
Tierversuche), sowie der sonst in Betracht kommenden Umstande, 
lirften folgende Annahmen der Gesamtheit der Erscheinungen am 
ehesten gerecht werden, ohne daB damit eine endgiiltige Stellung- 
nahme zum Ausdruck gebracht werden soll: 

Aus den in dem ungeniigend geklarten Kénigsberger Abwasserschlamm 
enthaltenen organischen Abjallstoffen (Fiakalien und Zellstofflaugen, die 
besonders im Jahre 1924 zeitweise in vermehrtem Mabe dem Haff zu- 
geleitet wurden) bilden sich im Haff vermutlich durch biochemische V orgdnge 
se Umsetzungsprodukte, die von den Aalen in irgend einer Weise auf- 


wus 


genommen und gespeichert werden kénnen, anscheinend ohne die Aale 


selbst zu schiidigen. 

Dabei ist auch mit der Méglichkeit zu rechnen, daB diese U'msetzungs- 
produkte noch nicht das fertige Gift vorstellen, sondern zunjfchst nur 
Zwischenstujen, die im Organismus der Aale noch weiteren Umwandlungen 
unterworfen werden. 

Wie die Erfahrung zu lehren scheint, spielen sich diese Vorgdnge im 
Friihjahr zundchst in den Holmen ab, wo der Schlamm sich in dem flachen 
Wasser schneller erwirmen kann. Mit fortschreitender Erwarmung des 
Wassers werden diese Umsetzungen auch in den an tieferen Bodenstellen 
des Frischen Haffs abgelagerten Schlammassen stattfinden kénnen. 

Mit einer derartigen Annahme stimmt auch die Tatsache iiberein, dai 
im Frithjahr 1924, nachdem die stadtischen Abwiasser noch durch Zuleitung 
der Abwasser der zweiten Zellstoffabrik (Cosse) sehr stark vermehrt worden 
waren, wegen der dadurch fiir die Rieselfelder verursachten Unzutraglich- 
keiten die Rieselung iiberhaupt véllig eingestellt wurde. So wurden die 
stidtischen und industriellen Abfallstoffe fast gdnzlich ohne Vorbehandlung 
dem Haff zugefiihrt. Wenige Monate darauf traten nach Einsetzen der 
warmen Jahreszeit die ersten Haffkrankheitsfdlle auf. 

In diesem Zusammenhang soll ausdriicklich darauf hingewiesen werden, 
daB die Kénigsberger Abwasseranlagen in den letzten Jahren durch Um- 
und Neubauten (neue Klaranlagen, Schlammabsitzbecken, Anlagen zur 
Versickerung der Zellstofflaugen auf besonderem Gelinde usw.) wesentliche 
Verbesserungen erfahren haben, daB auch an der Einmiindung des Ab- 
wassergrabens in die Fischhauser Wiek durch Verlangerung der Leitdamme 
fiir die Verteilung der Abwasser giinstigere Bedingungen geschaffen wurden. 

Wenn sich auf diese Weise die Kénigsberger Abwasserverhaltnisse 
gegeniiber dem Jahre 1924 auch erheblich verbessert haben, so wird doch 
noch manches zu tun iibrigbleiben, bis den von seiten des Hafflaboratoriums 


1 Es sei vor allem auf die Versuche von Dr. med. vet. Fortner ver- 
wiesen, vgl. Deutsch. Med. Wochenschr. 1928, H. 34, S. 1414. 
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wiederholt miindlich und schriftlich! an maBgebenden Stellen zum A))< 
druck gebrachten Forderungen véllig entsprochen worden ist. 

Immerhin ist bemerkenswert, daB den Verbesserungen der Kénigsberjer 
Abwasserverhdltnisse eine Abnahme der Haffkrankheitsfdlle parallel! 
gangen ist. 

Die Annahme der Bildung solecher Umsetzungsprodukte im Schla: 
vielleicht auch im Organismus der Aale und der Ubertragung des auf i: 
eine oder andere Weise gebildeten Giftes durch die Aale auf den Mens: | 
diirfte um so berechtigter sein, als sie im Einklang steht mit den frither (1885 
gelegentlich der Miesmuschelvergiftung in Wilhelmshaven gemac!}): 
Beobachtungen*. HE. St. Faust* faBt die sich auf Grund der Versuche und 
Beobachtungen ergebenden Anschauungen iiber die Ursache der Mics 
muschelvergiftungen folgendermaBen zusammen : 

,,Wir miissen jetzt annehmen, daB in dem die Muscheln umgebende 
stagnierenden Wasser eine bestimmte, nicht zu jeder Zeit vorhanden 
Verunreinigung sich findet, welche entweder durch a) Hervorrufen eine: 
Krankheit bei den Muscheln die Bildung des Giftes im Organismus dv 
selben verursacht, oder da& b) die in dem Wasser vorhandene Verunreinigiuny 
selbst das Gift ist, und daB letzteres von den Muscheln aufgenommen \u 
aufgespeichert wird.‘ 

So wie die giftigen Miesmuscheln aubBerlich nicht von den normalen 
zu unterscheiden sind, so scheinen auch diejenigen Aale, durch deren Genu! 
die Haffkrankeit hervorgerufen wird, keine besonderen Merkmale vor den 
anderen zu besitzen. Durch besondere, im Hafflaboratorium angestellt: 
Versuche von Dr. Hint-elmann wurde noch festgestellt, daB Aale, ohn 
selbst Anzeichen einer Ciftwirkung zu zeigen, imstande sind, aus dem 
umgebenden Wasser gewisse Gifte (Alkaloide u. a.) in soleher Menge auf- 
zunehmen, daS man mit den PreBsiften dieser Aale die Giftwirkung an 
anderen Versuchstieren auslésen konnte. 

Das ,,Hafjgift* kann nach Genu§ der Aale seine Wirkung aui den 
Menschen je nach dem Grade der Empfindlichkeit und der sonst in Betracht 
kommenden Umstande entfalten. Als begiinstigende Momente scheinen 
besonders starke Muskelanstrengung, Abkiihlung und dergleichen 2 
wirken. Nicht alle Aale sind giftig, und nicht alle Menschen sind fiir das 
Gift gleich empfanglich. Da der Aal fiir die gesamte Fischereibevdlkerung 
des Frischen Haffs nachgewiesenermaBen einen wichtigen Bestandteil ihrer 
Nahrung bildet und besonders fiir die zum Fang fiir mehrere Tage un‘ 
Nachte auf das Haff ausfahrenden Fischer als Hauptnahrungsmittel (teils 
sogar in rohem Zustande) in Betracht kommt, so ist es verstandlich, wenn 
sich die nachteiligen Wirkungen solcher vergifteter Aale in erster Linie bei 
den Fischern selbst bemerkbar machen. 


1 Vgl. die ,,Berichte iiber die Tatigkeit des Staatlichen Hafflabora 
toriums in Pillau‘* in den Jahren 1925, 8. 32 (124) und 1926, 8S. 38 bis 39 
(90 bis 91) in den Veréffentlichungen aus dem Gebiet der Medizina! 
verwaltung 23, H. 2, 1926; 25, H. 2, 1927. 

2 Virchow, Deutsch. med. Wochenschr. Jahrg. 11, Nr. 48, 8.831, Nr. 50 
8.871, 1885; ferner Brieger, ebendaselbst Jahrg. 11, Nr. 53, 8.907, 1555: 
Die Ptomanie 8, 65, 1886; Virchows Arch. 115, 483, 1889; Salkowsh, 
ebendaselbst 102, 578, 1885; Schmidtmann, Zeitschr. f. Medizinalbeamte 1, 
19 u. 49, 1888; Thesen, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 47, 311, 102; 
Wilhelmi, Vierteljahrsschr. f. gerichtl. Med. III. Folge 56, 1, 1918. 

3 B. St. Faust in Abderhaldens Biochem. Handlexikon 5, 476, 111. 
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Es sind aber auch vereinzelte Fdlle von Hafjkrankheit auBerhalh des 
vigentlichen Gebiets des Frischen Haffs und bei Personen, die nicht dem 
Fischereigewerbe angehdéren (Fille in Hermsdorf, Zinten, Lauterbach, 
Zinumerbude, Pillau, Kénigsberg, Neukuhren u.a.), vorgekommen, bei 

en jedesmal ein vorangehender mehr oder weniger reichlicher Genub 

Aalen aus dem Frischen Haff festgestellt werden konnte. 


Zusammenfassung. 


1. Weder in der auf der Wasseroberflache des Frischen Haffs 
lagernden Luft, noch in den aus arsenhaltigem Schlamm und arsen- 
haltigen Algen des Frischen Haffs sich entwickelnden Féulnisgasen 
konnte Arsen, auch nicht in Spuren, nachgewiesen werden. Dasselbe 
gilt von der durch Hajfwasser geleiteten Luft. 

Diese Untersuchungen sind am Frischen Haff gréBtenteils zu 
einer Zeit ausgefiihrt worden, als noch fast tiaglich neue Fille von 
Haffkrankheit auftraten. 

2. Die die einzige experimentelle Grundlage der Arsenhypothese 
bildende Angabe von Juckenack und Briining, im Haffwasser seien 
flichtige organische Arsenverbindungen vorhanden, beruht auf einem 
Versuchsfehler. Die von ihnen nachgewiesenen kleinen Arsenmengen 
stammen nicht aus einem von der Luft aus dem Wasser mitgerissenen 
(ase, sondern aus den fiir den Versuch angewendeten Chemikalien 
und Geraten, in erster Linie vermutlich aus dem Glase des mit Natron- 
lauge benetzten Glihrohres. 

3. Die Angabe von Gosio, dab die durch Arsenschimmelpilze, 
insbesondere Penicillium brevicaule entwickelten Gase von knoblauch- 
artigem Geruch auf Mause tédlich wirkten, beruht auf einem Beob- 
achtungsfehler, wie aus den Versuchen von Abel und Buttenberg, Haus- 
mann, Huss, Joachimoglu und Spinner hervorgeht. Gosio selbst hat 
diesen Irrtum zugegeben und die Unschddlichkeit der fliichtigen organi- 
when Arsenverbindungen gegeniiber Versuchstieren anerkannt. 

Wenn also auch tatsichlich, was nicht der Fall ist, fliichtige organi- 
sche Arsenverbindungen im Gebiet des Frischen Haffs nachgewiesen 
waren, so lage kein Anhaltspunkt vor, diese im Tierversuch als un- 
schadlich erwiesenen Gase als Ursache fiir die Haffkrankheit in Betracht 
zu ziehen. 

Die im Gebiet des Frischen Haffs entwickelten Fdulnisgase haben 
sich im Tierversuch ebenfalls als unschddlich erwiesen. 


4. Die Wassertiere des Frischen Haffs wiesen durchschnittlich einen 
sehr geringen und daher véllig unbedenklichen Arsengchalt auf, der im wesent- 
lichen durch das mit den Kénigsberger Abwassern dem Haff zugefiihrte 
Arsen verursacht wird. Aale z. B. enthielten meistens zwischen 0,01 und 
1,05 mg, in einzelnen Fallen bis zu 0,2 mg As in 1 kg Lebendgewicht (6 bis 
15 Stiick). 
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Die Wasserpflanzen hatten im allgemeinen auch einen geringen Ars.» 
gehalt (bis zu 0,3 mg As in 1 kg lebender Pflanzen), einzelne Algenarte) 
(Vaucheria) haben jedoch die Fahigkeit, Arsen in gréBeren Mengen 
speichern (bis zu 7 mg As in 1 kg lebender Algen oder 47 mg As in | | 
Trockengewicht). 

In den beim Faulen aus diesen hocharsenhaltigen Algen entwickelt« 
Gasen lieB sich keine Spur Arsen nachweisen. 


5. Der Arsengehalt des Haffwassers ist von den innerhalb des Hafis 
vorhandenen jeweiligen Strémungen, insbesondere in Zusammenhang mit 


den Zufliissen des Kénigsberger Abwassergrabens, und von dem dure} 


das Pillauer Seetief ein- und ausgehenden Strome abhangig. Die gefundenen 


Werte schwanken im allgemeinen zwischen 0,001 und 0,008 mg As ; 
Liter. Wesentliche Anderungen des Arsengehalts im eigentlichen Hu/i 
wasser waren in den Jahren 1924, 1925 und 1926 nicht nachzuweisen. 

Vergleichende Priifungen von Wasserproben aus den Gewdssern vv 
GroB-Berlin ergaben ganz dhnliche Arsenzahlen. 

Die Kénigsberger Abwdsser zeigen eine den geringeren Arsenza}il- 
der Zellstoffabrikablaugen in den letzten Jahren entsprechende Abnahny 
an Arsen. 

6. Der Arsengehalt des mit den K6nigsberger Abwiassern dem Hafi 
zugefiihrten Schlammes hat in den Jahren 1925 bis 1928 im allgemeinen 
abgenommen. Dagegen weisen die aus den verschiedenen Teilen des Haffs 
gewonnen Grundproben in dem Jahre 1926 und besonders in den Jahren 1927 
bis 1928 durchschnittlich héhere Arsenwerte auf als im Jahre 1925. Dies 
Erscheinung ist wohl durch eine allmahliche Wanderung eines Teiles cles 
aus den Kénigsberger Abwassern stammenden Schlammes durch das Haff 
nach Siiden hin zu erklaren. 

Die im Gebiet der Grof-Berliner Gewdsser genommenen Grundprober 
hatten im allgemeinen einen dhnlichen, in einzelnen Fallen einen noc! 
erheblich héheren Arsengehalt (bis zu 11700 mg As in 1 kg Trockengewicli' 
als die aus dem Gebiet des Frischen Haffs. 

7. Dem Arsengehalt von Wasser und Schlamm des Frischen Haffs 
kann keine ursdchliche Bedeutung fiir das Auftreten der Haffkrankheit 
beigelegt werden. Da auberdem arsenhaltige Gase tiberhaupt nicht 
nachweisbar waren, 1éBt sich die .,Arsenhypothese nicht mehr aufrech 
erhalten. 

8. Auf Grund der epidemiologischen Beobachtungen und der experimenteller 
Untersuchungen des Hafflaboratoriums, sowie unter Beriicksichtigung de 
sonst in Betracht kommenden Umstinde, ergibt sich als wahrscheinlichste 
Annahme fiir die Entstehung der Haffkrankheit die Bildung bestimmter Um 
setzungsprodukte in den aus den Kénigsberger Abwassern stammenden 
organischen Abfallstoffen (Schlamm) und deren Aufnahme, vielleicht auc! 
weitere Umbildung durch die Aale, welche ihrerseits das so entstanden 
Gift auf den Menschen beim Genu8 iibertragen. 

Der Ausbruch der Krankheit selbst scheint durch besondere Moment: 
(Muskelanstrengung, Abkiihlung usw.) begiinstigt zu werden. 
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Weitere Synthesen von a-Ketosiuren der Kohlenhydratreihe. 
a-Keto-d-galaktonsiure oder d-Tagaturonsaure 
sowie a-Keto-maltobionsiure oder d-Glucosido-d-fructuronsaure. 


Von 


Torao Kitasato. 
\us dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Eingegangen am 27. Dezember 1928. 
gegang 


Die Osone kénnen als Substitutionsprodukte des Glyoxals auf- 
gefabt werden, und entsprechend erscheinen die a-Ketoséuren der 
Kohlenhydratreihe als Homologe der Glyoxylsaure. Fiir die Darstellung 
der Osone existieren verschiedene, wenn auch nicht sehr ergiebige 
Vorschriften ; fiir die Gewinnung der zu ihnen gehérenden a-Ketosauren 
fehlt es an allgemeinen Angaben. 

Schon friiher hat C. Newberg mit @.Gorr und T. Kitasato an zwei 
Beispielen festgestellt, daB es méglich ist, von den Osonen zu den 
reinen a-Ketosaiuren zu gelangen'. Die genannten Autoren haben 
nimlich gezeigt, daB die Osone trotz ihres bedeutenden Reaktions- 
vermégens und ihrer Empfindlichkeit mit Bromwasser ohne ZerreiBung 
der Kohlenstoffkette zu den Carbonséuren oxydiert werden kénnen. 
Indem die Osone unter Bewahrung der Ketogruppe so in a-Ketosauren 
mit der gleichen Kohlenstoffzahl tibergehen, verhalten sie sich einer- 
its wie die Aldosen, andererseits wie die Ketosen: Genau wie die 
Aldehyd-zucker kénnen sie an der Aldehydgruppe in die Mono-carbon- 
sauren verwandelt werden, genau wie die Keto-zucker sind sie an der 
Keto-gruppe gegen Bromwasser bestindig, wenn die Reaktion bei 
Zimmertemperatur (16 bis 20°) vollzogen wird. Die Giiltigkeit dieser 
Regel war bisher durch die erwaihnten zwei Beispiele gestiitzt. Das 
einfachste Oson, das Methylglyoxal, war durch Bromwasser praktisch 
quantitativ zu Brenztraubensdure (Neuberg und Gorr) und das d-Glucoson 
unter gleichen Umstinden zu a-Keto-d-gluconsdure [d-Fructuronsdure ] 
oxydiert worden (Neuberg und Kitasato). 

Um nun die Brauchbarkeit der Methode fiir neue Fille zu priifen 
md um weitere a-Ketosiuren aus der Kohlenhydratgruppe kennen 


' C. Neuberg und G.Gorr, diese Zeitschr. 166, 442, 1925; C. Neuberg 
nd 7. Kitasato, ebendaselbst 183, 485, 1927. 
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zu lernen, die nach verschiedener Richtung von Interesse sind, }ha\, 
ich andere Osone in den Kreis der Untersuchungen gezogen. Wie sic/) 
aus dem folgenden ergibt, sind sowohl die Osone der Mono-sacchay i: 
als auch die Osone von Di-sacchariden der analogen Oxydation zu a-K+to 
siuren fahig. 

Beschrieben wird nachstehend die Darstellung der bisher wn. 
bekannten a-Keto-d-galaktonsdure (d-Tagaturonsdure) und die (Ge 
winnung der a-Keto-maltobionsdure (d-Glucosido-d-fructuronsdure).  \n 
der letzteren wird der erste Vertreter von a-Ketosduren der |) 
saccharid-reihe bekannt. Man wird annehmen diirfen, daf die Methoc 
die in der schonenden Oxydation von Osonen mit Bromwasser bestet 
eine ziemlich allgemeine Anwendung finden kann. 


Die a-Position der Ketogruppe folgt fiir die entstehenden Keturon- 
siuren eindeutig aus der Bildungsweise. 


Auf einem anderen durchsichtigen synthetischen Wege war bishy 
nur die a-Keto-d-gluconséure von H.Ohle' gewonnen, und zwar iiber cas 
p-Diacetonid der d-Fructose, das durch Permanganat-oxydation zuniichs 
das Diacetonid der a-Oxo-séure und durch Hydrolyse dann die freie Carbon) 
siure liefert. 

Versuche iiber die Oxydation von Glucoson haben R. 8S. Morrell wi 
J. M. Crofts? unternommen; sie erhielten aber, ahnlich wie bei dem be- 
kannten oxydativen Abbau der Fructose, hauptsaéchlich Erythronsaur 
sowie andere Spaltungsprodukte mit zwei und drei Kohlenstoffatomen. 

Zu solchen niedrigen Abbauerzeugnissen scheint auch die Oxydatior 
mittels Ferrisalzen und Cupriacetat zu fiihren, wie man einer jiingst vo 
A. Th. Kiichlin und J. Béeseken* gemachten Angabe entnehmen kaw 
Dagegen erlaubt die vorsichtige Oxydation mit Bromwasser, wie wi 
bereits 1925 und 1927 bekanntgegeben haben, die Isolierung reichliche 
Mengen von a-Ketoséuren in Substanz, ohne daB eine Verkiirzung de 
Kohlenstoffkette eintritt. 


Mit dem Ausbau des Bromverfahrens gelang mir in neuen bei. 
spielen die erwihnte Oxydation von Osonen zu den zugehorigen 
a-Keturonsiuren und deren Abscheidung verhaltnismabig glatt. 

Dieser Name sei fiir diese Substanzen wegen ihrer Analogie zu den 
gewohnlichen Uronsiuren gewahlt, die Aldehyd-carbonsiuren dar. 
stellen. 

Die a-Keturonsiuren werden auf die erwahnte Weise zuganglic!: 
sobald die entsprechenden Osone erhiltlich sind. Wir haben bisher 
drei einigermaBen durchgebildete Methoden zur Darstellung = von 


Osonen. 
' H. Ohle, B. 58, 2577, 1925: H. Ohle und G. Berend, B. 60, 1159, 1927 
2 RS. Morrell und J. M. Crofts, Chem. Centralbl. 1902, I, 85°: 


1902, II, 109; 1904, I, 85. 
3 4. Th. Kiichlin und J. Béeseken, Rec. 47, 1011, 1928. 
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Das alteste Verfahren riihrt von Emil Fischer! her und beruht 

der Spaltung der Osazone durch rauchende Salzsiiure. Die Osazone. 
welche von Salzsaure angreifbar sind, werden bei dieser Behandlung 
in Phenylhydrazin-chlorhydrat und Oson zerlegt. Wegen der hydro. 
\vsierenden Wirkung der starken Salzsaure ist diese Vorschrift jedoch 
nicht bei Osazonen leicht spaltbarer Disaccharide? brauchbar, und sie 
ist bei den Monosacchariden auf Osazone der C,- und C;-Reihe be- 
schrankt; denn es ist bekannt. daB sich die Osazone als um so resi- 
stenter gegen konzentrierte Salzsaure erweisen, je kohlenstoffarmer 
der zugrundeliegende Zucker ist. Tetrosazone, Triosazon und Glykol- 
aldehyd-osazon sind gegen Chlorwasserstoff widerstandsfahig; das 
Qsazon des Glykolaldehyds fungiert geradezu als einsaurige Base und 
bildet sogar ein bestandiges Chlorhydrat*. 


Das zweite Verfahren zur Darstellung von Osonen griindet sich 
auf die Zerlegbarkeit von Osazonen durch Benzaldehyd?. Soweit die 
Erfahrungen bislang reichen, hat auch diese Methode ein beschranktes 
Anwendungsgebiet insofern, als die Umsetzung mit Benzaldehyd 
nur schwer und unvollstandig vonstatten geht. Die besten Resultate 
erzielt man bei den Di-saccharid-osazonen und Pentosazonen. Bei 
den Hexosazonen selbst versagt dieses Verfahren; eine Modifikation, 
die in der Umsetzung mit Benzaldehyd unter dauernder Schiittelung 
in der Siedehitze besteht, fiihrt zwar zum Ziele, gestaltet sich jedoch 
nicht bequem. wenn es sich um die Beschaffung gréBerer Osonmengen 
handelt 4, 


Das dritte Verfahren stammt von Morrell und Crofts (1. ¢.). Nach 
diesem wird durch Oxydation der Monosaccharide mit Wasserstoff- 
superoxyd in Gegenwart von Ferrosalz Oson gewonnen; es ist aber 
von anderen Oxydationsprodukten, die gleichzeitig entstehen, und vom 
Ausgangsmaterial kaum in befriedigender Weise abgetrennt worden. 


Die Oxydation der Zuckerarten und ihrer mehrwertigen Alkohole 
im Licht oder durch Elektrolyse®, bei der ebenfalls Osone als nachste Um- 
wandlungsprodukte der Kohlenhydrate auftreten, hat bis jetzt keine pra- 
parative Bedeutung erlangt. 


In praxi stellen allein die aus den Hexosazonen mittels rauchender 
Salzsture oder aus den Di-saccharid-osazonen mittels Benzaldehyd 


1 KE. Fischer, B. 22, 87, 1889. 

2 BE. Fischer und E. F. Armstrong, B. 35, 3141, 1902: E. Fischer, 
B. 44, 1903, 1911. 

* M. Pickel, Ann. 232, 231, 1886. 

* Paul Mayer, diese Zeitschr. 40, 455, 1912. 

> C. Neuberg, ebendaselbst 18, 305, 1908; 17, 270, 1909; 29, 279, 1910; 
61, 315, 1914. 
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gewinnbaren Osone geeignete Materialien fiir die Synthese der Keturcy 
sauren dar. 


Wie schon friiher von C. Newberg und 7. Kitasato gezeigt worden 
ist, gelingt die Oxydation des d-Glucosons zur d-Fructuronsiure jy 


recht befriedigender Weise '. 
Dasselbe ist, wie ich im folgenden belege, auch beim d-Galaktos, 


und beim .Maltoson der Fall. Besonders bemerkenswert ist. dal} das 


empfindliche Maltoson die Behandlung mit Bromwasser aushalt, ohne dat 
die Disaccharid-bindung gesprengt wird. Die Ausbeute betragt hier!» 
52°, der Theorie. Bei der schonenden Arbeitsweise wird die ent 
stehende a-Ketosaure, die als d-Glucosido-d-fructuronsaure zu_ |» 
zeichnen ist, nicht unter Kohlensiure-abspaltung zu Gluco-arabinos 
oder weiter abgebaut, sondern es bleiben simtliche zwélf Kohlenstoft 


atome vorhanden. Da die Siure ihrer Herkunft nach ein a-glucosidise):: 


Derivat der Glucose ist, so wird sie durch Maltase hydrolysiert. Fern: 
ist die a-Keto-maltobionsiiure der anteilweisen Vergdrung durch Hep 
zugdnglich. Sie wird von frischer untergariger* Hefe, am besten jedoch 
was wabrscheinlich durch Beseitigung aller Permeabilitatshindernis» 
erreicht ist —- von Mazerationssaft aus Unterhefe vergoren. Dal» 
fallt nur der primar durch die Maltase in Freiheit gesetzte Glucose-rest 
der alkoholischen Garung anheim, und zwar praktisch vollkommen 

Auch durch unspezifische Hydrolyse, die mit verdiinnter Schwefe! 
siure durchgefiihrt werden kann, gelingt die Spaltung der disacchar) 
dischen a-Ketosiure in d-Glucose und d-Fructuronsiiure, doch wird 
letztere hierbei zum Teil zersetzt. 

Ich habe keinen Wert darauf gelegt, die Sauren selbst zur kri. 
stallisation zu bringen. Ihre Einheitlichkeit ist aber dadurch verbiirgt 
daB in allen Fallen zunachst kristallisierte und analysenreine Alkalov 
salze bereitet wurden; aus ihnen kénnen die freien Saiuren bzw. ihr 
Erdalkalisalze regeneriert werden; sie liegen dann in analytisch reinen 
Zustande vor. 


‘Zu den damaligen Angaben (1927) ist {noch folgendes nac! 
zutragen. Das aus dem kristallisierten Brucinsalz regenerierte Bariwmse: 
enthalt nach Trocknung im Hochvakuum bei gewéhnlicher Temperat 
2 Mol Wasser, ist aiso gem&éB der Formel (CH,OH—CHOH—CHOHK 
—CHOH—CO-—COO),Ba + 2H,O zusammengesetzt. — Anm. bei «i 
Korrektur: Ob das aus tierischen und pflanzlichen Organen jiingst v0 
A. Szent-Gyérgyi (Biochem. Journ. 22, 1387, 1928) abgeschiedene Glucure 
séure-Isomere mit unserer Substanz identisch ist, hat der Autor nic!' 
gepriift; obgleich er seine Verbindung fiir ein Derivat der Fructose zu halt« 
geneigt ist, spricht die mehr als dreimal so hohe Drehung der wabhre 
Fructuronséiure und deren entgegengesetzter Ablenkungssinn gegen ein: 
Zusammenhang mit unserem Kérper. 

? Oberhefe habe ich nicht gepriift. 
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Experimentelles. 
A. Darstellung von d-Galaktoson. 


100 g Phenyl-d-galaktosazon wurden nach LE. Fischers Angabe 
| ¢.) mit 1000 g rauchender Salzsiure behandelt. Die tiefbraun ge- 
farbte Reaktionsflissigkeit wurde nach Abkihlung in einer Kilte- 
mischung tiber Glaswolle vom ausgeschiedenen Phenylhydrazin- 
hydrochlorid abgesaugt. Das Filtrat wurde mit Wasser auf das Zehn- 
fache verdiinnt und bei Zimmertemperatur mit alkalifreiem Blei- 
carbonat unter dauerndem kraftigen Riihren an einer Turbine zum 
gribten Teile neutralisiert. Das Filtrat der Bleisalze wurde mit Tier- 
kohle bei gewéhnlicher Temperatur geschiittelt, bis die Fliissigkeit 
fast farblos geworden war. Die helle Léisung wurde dann, sofern 
sie noch sauer war, méglichst vollstandig mit Bleicarbonat neutrali- 
siert, so daB sie auf Kongo nicht mehr ansprach. Sie wurde filtriert 
und im Faust-Heimschen Apparat bei Zimmertemperatur bis auf 
| Liter eingeengt, dann in Eis gekiihlt und abermals filtriert. Die in 
dieser Fhissigkeit vorhandene Menge Oson wurde als Osazon ermittelt. 
In der Regel wurden 18 bis 20g Oson aus 100g Osazon gewonnen. 

Die von E. Fischer (|. ¢.) bezifferte Ausbeute erreichte ich, nach hin- 
reichender Ubung, fast immer. Sie betragt 36 bis 40°, der Theorie; der 
von Kichlin und Béeseken (|. ¢.) angegebene Ertrag von nur 10°, ist ent- 
shieden zu niedrig. 


B. Oxydation des d-Galaktosons zur a-Keto-d-galaktonsdure und ihre 
Isolierung in Form von Erdalkalisalzen. 
20g Oson in | Liter Wasser wurden in einer Glasstépselflasche 
mit 6ceem Brom versetzt, das sich beim Umschiitteln schnell aufléste. 
Nach drei- bis viertagigem Stehen im Licht bei Zimmertemperatur (16 bis 
\x°) wurde iiberschiissiges Brom durch einen Luftstrom ausgetrieben und 
der gebildete Bromwasserstoff mit Bleicarbonat gebunden ; durch starke 
Abkihlung wurde weitgehender Ausfall der Bleihaloide erreicht. Die 
filtrierte Flissigkeit wurde durch Schwefelwasserstoff vom Metall 
ind durch Ejinleiten von Luft vom Schwefelwasserstoff vollstandig 
befreit. Durch Kochen mit frisch gefalltem Calciumecarbonat wurde 
die Flissigkeit darauf neutralisiert und nach Filtration im Vakuum 
auf 50 bis 80cem eingeengt. Die nochmals filtrierte Lésung lie} ich 
wnter sorgfaltigem Umriihren in 1 Liter Methylalkohol eintropfen. 
Das ausgeschiedene Calciumsalz wurde abzentrifugiert, mit Methanol 
gewaschen und wieder in Wasser gelést. Eventuell wird filtriert! und 
von neuem mit Methylalkohol gefallt. Ausbeute 16 g. 


1 Wenn sich die Lésung durch Verdiinnen mit Wasser triibt, so mub 
man sie auf alle Falle mit Wasser versetzen, filtrieren, einengen und dann 
mit Alkohol niederschlagen. 
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Das Bariumsalz konnte durch Zersetzen des Calciumsalzes yj; 
Oxalsiure. Neutralisieren mit Bariumearbonat und <Ausfillen de) 
filtrierten Lésung durch Athylalkohol erhalten werden. 

Die beiden Salze stellen in Wasser sehr leicht lésliche, weil) 
amorphe Pulver dar. 


C. Isolierung des kristallisierten Brucin-salzes. 

Das Bariumsalz wurde in Wasser gelést und durch Schwefelsiur 
genau von Barium-ionen befreit'. Das klare Filtrat wurde in der Wirny 
mit Brucin gesittigt, bis es sechwach alkalisch blieb, und dann filtriert 
Die durch Schiitteln mit Chloroform von iiberschiissiger Brucinhas 
befreite Fliissigkeit wurde in vacuo eingeengt und in der Kalte 2 
Kristallisation hingestellt. Dabei erstarrte das Ganze allmihlich 2) 
einem Brei mikroskopischer Nadeln. Sie wurden abgesaugi. aus 
80 vol.- °,igem Aceton umkristallisiert und im Hochvakuum getrocknet 

Ausbeute nach einmaliger Umkristallisation etwa 10 g Brucinsaly 
aus 10g Bariumsalz. 

Das Brucinsalz ist leicht léslich in Wasser, schwerer in abs. Alkoho 
und Aceton. 

Das dreimal aus Aceton umkristallisierte Salz wies folgend 
End-drehungen auf. 


In Wasser: [a] = —- 24,55° 

(a= — 1,07, c= 2,179, [= 2). 
In 50°,igem Alkohol: [a]p = — 24,39° 

(a= —1,15°, c= 2,358, | = 2). 


Im Hochvakuum gab die Verbindung Wasser ab. 
0.9276 g verloren im Hochvakuum bei 67° 0,0761 g an Gewicht 
(642.4) gef.: H,O = 8.2%. 
Das kristallwasserfreie Brucinsalz schmolz bei 175° unter Zer 
setzung. 

0.1357 g Substanz: 0.2968 g CO,, 0,0726g H,O*; 

0.1506 g Substanz: 6.3cem N (767 mm, 17,5°*). 

Cy Hyg9, Ny . C,H, ,0;. Ber.: C = 59,2. H = 6,2, N — 4.8 ' 
(588.3) gef.: C= 59,6, H = 6,0, N= 4,9' 


1 Die direkte Umsetzung des Bariumsalzes mit Brucinsulfat bewalrt 
sich hier nicht, weil das so gewonnene Brucinsalz manchmal nur scliwe' 
aschefrei zu erhalten war. 

* Schwer verbrennlich. 
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D. Regenerierung des Bariumsalzes der d-Tagaturonsdure. 


15g Brucinsalz wurden in 700 ccm kalten Wassers mit einem 
kleinen UberschuB an gesittigtem Barytwasser versetzt: sofort wurde 
Kohlensaure eingeleitet. Das neutrale Filtrat wurde mit Chloroform 
oftmals geschiittelt und in vacuo eingeengt, filtriert und durch Aceton 
ausgefallt. Ausbeute etwa 5g. 

Das im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknete Barium- 
salz enthielt 1 Mol Kristallwasser, welches im Hochvakuum bei 67° 
unter geringfiigiger Verfarbung der Verbindung entwich. 

0,1606 g Substanz verloren 0.0047 g an Gewicht. 

0.1461 g Substanz: 0.1414 g CO,, 0,0459¢ H,O; 

0.2007 g Substanz: 0.0878 g BaSQ,. 

(C,H,O,;), Ba — H,O (541.6). 

Ber.: C= 266, H= 3,3, Ba= 25,4, H, 
gef.: C= 264, H= 3,5, Ba= 25.8, H, 


E. Eigenschajten. 

Die spezifische Drehung (Endwert) der freien Saure ergibt sich 
in einer mit der aquivalenten Menge Salzsiure versetzten Lésung, 
wie folgt: 

Bariumsalz ~- H,O: 
0.1379 g Substanz (= 0.09884 g freie Saure) in 5.0 cem Salzsaure. 


[a]j, = — 7,6° (a= ---0,30°, c= 1,9768, | = 2). 
0.1796 g Substanz (= 0,12873 g freie Saure) in 5,0 cem Salzsaure: 
[ajp = —7,8° (a = — 040°, ¢ = 2,575, 1 = 2). 


Wasserfreies Salz: 
0.1250 g Substanz (= 0.0927 g freie Saure) in 5,0 cem Salzsaure: 
[alp = —7.3° (a = —0,279, c= 1,854, I= 2).° 


Die wasserige Lésung des Salzes reduziert alkalische Kupfer- 
mixtur sowie ammoniakalische Silbernitratlisung stark, und zwar 
angsam schon in der Kalte. Mit Barytwasser entsteht in der Hitze 
eine schwach gelbe Fallung. Bleiessig gibt auch einen Niederschlag, 
ler im Uberschu8 von Bleiacetat léslich ist. Mit Bleiacetat entsteht 
keine Fallung. Die Substanz zeigt bei gewéhnlicher Ausfiihrungsart 
keine Orcinreaktion. Bei trockenem Erhitzen spaltet sie Furfurol ab. 

Die d-Tagaturonsdure ist isomer der Galakturonsiure, deren 
Racemform (Aldehydschleimsaure) £. Fischer und J. Hertz (1892) sowie 
C. Neuberg (1901) in Handen hatten und deren d-Form von F. Ehrlich 
1917) in Naturstoffen entdeckt sowie von H.Ohle und G. Berend (1925) 
ius Diaceton-d-galactose dargestellt worden ist. Wenn man von der 
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Oxo-cyclo-desmotropie absieht, so ist die d-Tagaturonsiure dire) 
folgendes Formelbild zu veranschaulichen: 
H OH OH 


| 


CH,OH—C  C—C--CO—COOH. 


OHH H 


F. Darstellung von Maltoson. 


Nach Vorschrift wurden 20g Phenyl-maltosazon in 1,8 Lite 
siedenden Wassers gelést und darauf unter starkem Riihren mit 16 ¢ 
kauflichem Benzaldehyd versetzt. Bald trat eine Triibung auf und als 
dann schied sich Benzaldehyd-phenylhydrazon aus. Nach hall 
stiindigem Kochen wurde die Fliissigkeit abgekiihlt und filtriert. Da. 
Filtrat wurde mit Ather mehrmals geschiittelt, mit Tierkohle behande|: 
und im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt. Die mit der Osazon. 
probe ermittelte Ausbeute an Oson belief sich auf 8,5 g aus 20 g Osazon 


G. Oxydation des Maltosons und die Isolierung der a-Keto-maltobionsaur 
als Bariumsalz. 

In 1 Liter Wasser mit 20g Maltoson wurden 3,2cem Brom 
unter Schiitteln gelést; die Mischung blieb bei Zimmertemperatur in 
einer Glasstépselflasche 4 Tage im Lichte stehen. Nach der Ent 
fernung des iiberschiissigen Broms durch einen Luftstrom wurde di 
Fliissigkeit einfach in der Hitze mit reinem Bariumcarbonat neutra); 
siert. Das Filtrat wurde in vacuo auf etwa 90 ccm eingeengt und 
in 1 Liter Methylalkohol! eingetropft. Nach dreimaliger Umlésung 
enthielt das ausgefallte Bariumsalz nur noch Spuren Haloge: 
Ausbeute 13 g. 

Das Bariumsalz stellt ein amorphes weifbes Pulver dar und is 
sehr leicht léslich in Wasser. Die exsikkatortrockene Verbindung 
enthielt 16,5°) Ba. 


H. Uberfiihrung des Bariumsalzes in das Brucinsalz. 


Das Bariumsalz wurde in Wasser mit der berechneten Meng 
Schwefelsiure versetzt und das Filtrat vom BaSO, mit Brucin in der 
Warme alkalisch gemacht. Nach dem Erkalten wurde die filtrierte 
Lisung mit Chloroform ausgeschiittelt, bis alle freie Brucinbase ent 
fernt war. Die wasserige Flissigkeit wurde im Vakuum bis zum Sirv; 


1 Dieser nimmt ziemlich gut Bariumbromid auf, das in Lésung ¢e- 
halten werden mu8; da das Barium-glucosido-frukturonat sich schnell! ab- 
setzt, kann bald filtriert oder zentrifugiert und auch dadurch ein Aus 
fallen des BaBr, hintangehalten werden. 
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eingeengt. Aus diesem schieden sich nach Reiben in der Kilte seiden- 
glanzende, faserige, mikroskopische Kristalle aus, die abgesaugt wurden. 
Aus dem sirupésen Filtrat konnten durch Reiben weitere Kristallmengen 
erhalten werden. Aus 3g Bariumsalz wurden etwa 1,5 g Brucinsalz 
gewonnen. Da beim Umkristallisieren des Brucinsalzes aus Wasser, 
wegen der sirupésen Beschaffenheit der Mutterlauge, die Filtration 
nur langsam vonstatten ging und schlechte Ausbeuten erhalten wurden, 
habe ich die Substanz aus Methylalkohol umkristallisiert und so ein 
besseres Ergebnis erzielt. 

Die wasserige Brucinsalz-losung wurde in vacuo méglichst weit 
eingeengt, in wenig 70 vol.-°,igem Methylalkohol warm gelést und 
filtriert. Dann wurde Ather bis zum Eintreten einer Triibung hinzu- 
gegeben und die Mischung in der Kalte unter oftmaligem Reiben auf- 
bewahrt. Bald erstarrte das Ganze zu einem diinnen Brei mikroskopi- 
scher Saéulen. Nach mehreren Stunden wurde abgesaugt und mit 
kaltem Methanol und dann mit Athylalkohol nachgewaschen. Die 
Ausbeute an Brucinsalz aus 6g Bariumsalz war 7,5 g. 

Die beiden auf verschiedene Weise abgeschiedenen Brucinsalze 
sind sehr leicht lislich in Wasser, etwas léslich in Methylalkohol; in 
absolutem Athylalkohol sind sie in der Kilte schwer, in der Hitze 
leichter léslich. 

Die im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrockneten Salze 
zeigten folgendes Verhalten : 


Schmelzpunkt: Bei etwa 125° entwich das Kristallwasser, die 
Substanz schmolz bei 150 bis 160° unter Zersetzung. 
Drehungsvermégen (Endwert): 
a) Brucinsalz aus Wasser. 
In Wasser: [a]} = + 11,2° 
(a = + 0,889, ¢ = 3,940, 1 — 2). 
In 50°, igem Alkohol: [a]? = + 16,1° 
(a= + 1,30°, c= 4,042, 1 = 2). 


b) Brucinsalz aus Methylalkohol. 


In Wasser: [al = + 11,4° 
(a = + 1,33, c= 5,816, I= 2). 
Elementaranal ysen: 


a) Brucinsalz aus Wasser. 
0,1325 g Substanz: 0.2609 g CO,, 0,0752 g H,O; 
0.3108 g Substanz: 9.9cem N (731 mm, 20°). 
Biochemische Zeitschrift Band 207. 15 











226 T. Kitasato: 


b) Brucinsalz aus Methylalkohol. 
0.1722 g Substanz: 0,3370 g CO,, 0,0948 g H,O; 
0,2302 g Substanz: 7,2cem N (759mm, 20°). 
Cp Hoy Oyo - Cos HygO,N. + 2 H,O (786.4). 
Ber. : C= 53,4, H= 64, N= 36%. 
Gef.: a) C= 53,7, H=64, N= 36%; 
b) C= 534, H=62, N= 36%. 


J. Das regenerierte Bariumsalz der d-Glucosido-d-fructuronsdure. 

3g Brucinsalz wurden in Wasser unter Kiihlung mit etwas iiber 
schiissigem Barytwasser versetzt, wobei sich die Brucinbase abschied 
alsbald wurde Kohlensiure eingeleitet, kurz erwarmt und filtriert 


Das Filtrat wurde mit Chloroform ausgeschiittelt, darauf im Vakuum 


eingeengt und sodann in Methylalkohol eingetropft. Ausbeute 1.5 ¢ 


Das im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknete Barium. 


salz ergab bei den Analysen: 
0,1008 g Substanz: 0,1242g CO,, 0,0430 ¢ H,O; 
0,0815 g Substanz: 0.0230 ¢ BaSQ,. 
(C,,H,0;.).Ba. Ber.: C= 33,9, H= 4,5, Ba = 16,2°,; 


(847.7) gef.: C= 33,6, H 48. Ba = 166°... 
Drehung: 
In Wasser zeigte das Bariumsalz {a]j) = + 54,8° 


(a = + 2,659, c= 2,418, 1 = 2). 

Fiigte man zu dem Bariumsalz die berechnete Menge Salzsaure 
nimlich fiir 0.1410 g Substanz (= 0.1185 g freie Siure) 5,0 cem Salz 
siiure, so ergab sich [a]}) == + 54,9° 

(a = -++ 2,60°, c= 2,370, 1 = 2). 


K. Eigenschajften. 
Die Saure reduziert Fehlingsche Mischung in der Hitze stark 
aber etwas schwicher als Fructuronsiure und Tagaturonsiure. 


L. Spaltung der a-Keto-maltobionsdure. 


Zur Verwendung gelangte das exsikkatortrockene Bariumsa(z 


I, Spaltung durch Schwefelsiure. 
Die Abnahme der Drehung wurde im 2-dm-Rohr verfolgt. 


a) 1g Bariumsalz wurde mit 20 com 3°, iger H,SO, versetzt, und 
das Filtrat vom BaSO, wurde auf dem Wasserbad erwirmt. 
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Zeitdauer in Stunden 





0 vA 1/s 1 2 3 4 5 


+4359 +415° + 3,759 +3,10° +2,35° + 1,40" + 1,25° +1,25°* 

* Farbt sich stark. 

b) 0,5 g Ba-Salz in 50 cem 3°,iger H,SO,. Die filtrierte Lésung 
wurde auf dem Wasserbad erhitzt. 





Zeitdauer in Std. : 0 1 2 3 4 


a + 0,92° + 0,40° + 0,21° + 0,10° + 0,10° 


Nach 4 Stunden wurde die Flissigkeit mit Barytwasser genau 
neutralisiert und das Filtrat im Vakuum vollkommen eingeengt. Der 
tiickstand wurde mehrmals mit Alkoho] ausgekocht. Nach dem Ab- 
dampfen des Alkohols wurde der hinterbliebene Riickstand nochmals 
mit Alkohol extrahiert, eingeengt und in groBer Kilte zur Kristalli- 
sation aufbewahrt. Die auskristallisierte d-Glucose hatte eine Drehung 
von fa} + 51,4° und lieferte ein Phenylosazon vom Schmelz- 
punkt 204°. 

Wenn die Glucosido-fructuronsaure quantitativ in d-Glucose und 
Fructuronsiure gespalten ware, so miBte eine Minusdrehung beob- 
achtet werden. Es trat jedoch eine gewisse Zersetzung ein. Wahrend 
des Erhitzens in schwefelsaurer Lésung war, wenn auch in kleiner 
Menge, deutlich Kohlendioxyd und auBerdem Furfurol nachzuweisen. 

Das Bariumsalz der a-Keto-d-gluconsiure besa nach _ vier- 
stiindigem Erhitzen mit der 100fachen Menge 3° ,iger Schwefelsiure 
ebenfalls nur noch die Halfte seines anfanglichen Drehungsvermigens, 
wie ein eigens angestellter Kontrollversuch lehrte. 


II. Fermentative Spaltung. 
1. Durch Hefenmaltase. 


Die Maltaselésung war nach der Vorschrift von Willstdtter und 
Steibelt* aus frischer untergariger Bierhefe (Patzenhofer) durch Ver- 
flissigung mit Essigester bereitet. 

Alle Ansitze kamen bei 37° in den Brutschrank. Die Maltaselésung 
wurde jedesmal gegeniiber Maltose auf ihre Wirksamkeit gepriift. Das 
Drehungsvermégen wurde gleichmaBig, nach Enteiweibung der Ansatz- 
flissigkeit mit derselben Menge 10° iger Trichloressigsaure, im 2-dm- 
Rohr ermittelt. Der Wert fiir den Drehungswinkel wurde durch eine 
Kontrolle (Fermentlésung ohne Substrat) nétigenfalls korrigiert. 


! R. Willstdtter und W. Steibelt, H. 111, 157, 1920. 
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a) Versuche mit ungepufferter Fermentlésung. 


I. 1g Ba-Salz in 10cem H,O + 40 ccm Maltaselosung. Be 





Zeitdauer in Std.: 0 3 20 


a + 0,90? + 0,64° + 0.60° 


II. K-Salz (entsprechend 0.5 g Ba-Salz). 


Durch Versetzen des Ba-Salzes mit der theoretisch erforderlic |; 
Menge K,SO, wurde die Lésung des Kaliumsalzes gewonnen. |}, 





Volumen betrug 10 cem und hinzu kamen 40 cem der Ferment}isung wa 
Vie 
Zeitdauer in Std.: 0 3 20 leb 
ger 
« + 0,44° + 0,28° + 0,28° 


b) Versuche mit gepufferter Fermentlésung. 
Als Puffer dienten n/15 (NH,)H,PO, und n/15 (NH,),HPO, Sa 
Zu der Fermentlésung wurden 20°,, ihres Volumens an Puffermise hung in 
gegeben. b.. 
I. NH,-Salz, aus 0,25 g Ba-Salz, durch genaue Umsetzung mit 
Ammoniumsulfat bereitet, in 10cem H,O — 40 ccm Maltoselésung 
Pu = 6,3. 








Zeitdauer in Std.: 0 2/9 21 
a + 0,24° 0° — 0,039 bes 
; , 4] 
II. NH,-Salz, aquivalent 0,5 g Ba-Salz, in 10 cem H,O + 40 cen 
Maltaselésung; py = 6,8. sir 
Sel 
Zeitdauer in Std. : 0 3 19 
a + 0,50° + 0,04° — 0,05° sol 


Lil. Isolierung von abgespaltener a-Keto-d-gluconsaure aus den 
Ansatz. Die Ansatzfliissigkeit wurde mit gesattigtem Barytwasse 
versetzt, so lange als noch ein Niederschlag entstand. Darauf wuri 
schnell Kohlensiure eingeleitet, filtriert und im CO,-Strom in vac 
unter Zugabe von H,O so lange eingeengt, bis alles Ammoniumear}onat 
verfliichtigt war. Nach Verdiinnung mit Wasser wurde wiederun 
filtriert und in Alkohol eingetropft. Das ausgefallene Salz hatte nac! 
nochmaliger Umfallung einen Ba-Gehalt von 24,8°, statt 24.) 
war linksdrehend und muB als nicht ganz reines Fructuronat (s. 5. 2!) 
Anm. 1) angesprochen werden. 





he} 
The 


ing 








d-Tagaturonsdéure und d-Glucosido-d-fructuronsaure. 229 


IV. lg NH,-Salz in 20cem H,O-— 80cem_ Fermentlisung. 
Bei pa 6.8. 





Zeitdauver in Stunden 


0 1 2 3 4 61), 23 


+ 0,58° + (21° - 0.099 + 0.06° -4-0,04° +. 0,01° 0,04° 


2. Direkte Gdrversuche mit frischer Unterheje Patzenhojer. 


Obwohl die Versuche bei px 5,2 und pq 6.8 ausgefiihrt wurden, 
waren die erhaltenen Resultate nicht zufriedenstellend; es ist dies 
vielleicht unter anderem einer giftigen Wirkung des Bariums auf die 
lebenden Zellen zur Last zu legen, da ich hier das Bariumsalz an- 
gewendet hatte. 


3. Gdrversuche mit Mazerationssaft aus Unterhefe. 
0.2 ¢g NH,-Salz (aus 0.227 g Bariumsalz) in 10 eem H,O -+ 10 cem 
Saft — 0.3cem Toluol. Von diesen 20 ccm Fliissigkeit wurden 15 ccm 
in ein Eudiometer eingefiillt; sie blieben dann bei 30° stehen. 





Zeitdauer in Std.: Il, 18 25 45 95 


CO,-Menge in ecem 0,3 10,0 13,2 14,3 18,0 (760mm, 27°) 
16,4 (760 mm, 0°) 
- 32.4mg CO, 


Nach der Theorie miiBten bei alkoholischer Spaltung des vor- 
handenen Glucoseteils 35.4 mg CO, entwickelt werden; gefunden sind 
“1°, der Theorie. 

Kontrollversuche mit Maltose ergaben quantitative zellfreie Ver- 
garung; andererseits zeigte der halbverdiinnte Mazerationssaft keine 
Selbstgarung. 

Die Glucosido-fructuronsaure ist ein Isomeres der aus Pneumokokken 
solierten Kohlenhydratsaéure ', die aldehydische Funktion zeigt und vielleicht 
als Glucosido-glucuronséure aufzufassen ist. 


' M. Heidelberger und W. F.. Goebel, Journ. of biol. Chem. 70, 613, 1926. 











Gewinnung 
von Qson-lésungen zwecks Synthese von Keturonsauren. 


Von 
T. Kitasato und C. Neuberg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem 


Osone sind nur schwer frei von Zuckern und deren Oxydations 
produkten zu erhalten. Insbesondere trifft dies fiir die Osone de; 
Hexosen zu, fiir die bisher als beste und ertragreichste Methode dic 
Darstellung aus den Osazonen gilt. Die Ausfiihrung des Verfahren: 
erfordert einige Ubung, 1laBt sich aber dann mit Erfolg zur Ge 
winnung von Oson-lésungen verwenden, in denen kaum Zersetzungs 
stoffe des 6-Kohlenstoffkérpers vorhanden sind. Die bekannte: 
groBen Verluste bei der Herstellung der Osone treten auf, wenn man 
diese Substanzen iiber ihre Blei-verbindungen zu reinigen versuclit 

Fiir die Synthese von Keturonsiuren bedarf es jedoch diese 
ReinigungsmaBnahme nicht, und man kann in folgender einfachen 
Weise Oson-lésungen bereiten, die sich fiir die Gewinnung der sons 
schwer zuginglichen a-Ketosauren der Zuckerreihe vortrefflich eignen 

Man befolgt die vor 40 Jahren von Emil Fischer! zur Spaltung 
der Osazone mit rauchender Salzsiure gegebene Vorschrift. Wenn be: 
Eiskalte das durch Hydrolyse frei gewordene Phenylhydrazin-chlo 
hydrat ausgefallen und abgesaugt ist, liegt eine braune Lésung vor 
aus der man die Salzsiure durch Neutralisation mit alkalifreiem 
Bleicarbonat unter Schiitteln oder Rihren entfernt. Hierbei he!l' 
sich die Fliissigkeit auf, indem durch das auskristallisierende Chlor 
blei ein Teil der dunklen Farbstoffe mit niedergeschlagen wird 
Zur méglichst vollstandigen Beseitigung des Bleichlorids laBt ma: 
in der Kalte stehen. Wenn man alsdann filtriert, so erzielt man ein 
Fliissigkeit, die durch Schiitteln mit Tierkohle bei Zimmertemperatw: 
entfarbt wird. Sie kann direkt zur Darstellung der Keturonsiuren 
dienen. 


1 E. Fischer, B. 22, 87, 1889. 
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Hierzu bestimmt man den Gehalt an Oson durch Uberfiihrung 
eines aliquoten Teiles in das Phenylosazon, genauer in das p-Nitro- 
phenylosazon. 

Im Vakuum oder Faust-Heimschen Verdunstungskasten kon- 
ventriert man jene Loésung bis zu einem ingefahren Gehalt von 
2° an Oson. Noch abgeschiedenes Chlorblei wird an dieser Stelle ab- 
filtriert. 

Man kann die Gehaltsbestimmung an Oson auch in diesem Stadium 
vornehmen. Spuren von Phenylhydrazin, das durch das Bleicarbonat 
aus in Lésung gebliebenem Phenylhydrazin-chlorhydrat frei gemacht 
ist, kann man ausathern. Notig ist dies nicht, da das anzuwendende 
Brom die aromatische Substanz zerstért. Deshalb gibt man das Brom 
in einer der Hexoson-quantitat etwa gleichen Menge hinzu, obgleich 
theoretisch schon 160g Br 178 g Hexoson (aber natiirlich 340g Di- 
saccharid-oson) aquivalent sind. In Lésung befindliches Blei braucht 
nicht ausgefallt zu werden, da ja durch die Behandlung mit Brom doch 
Bromwasserstoffsiure entsteht, die nachher durch Bleicarbonat in 
Form von Bromblei (zusammen mit den unldéslichen Zersetzungs- 
produkten des Phenylhydrazins) entfernt wird. 

Die oxydierten Lésungen enthalten dann die Keturonsiure, die 
nach den hierfiir gemachten Angaben! zu isolieren ist. 


1C. Neuberg und T. Kitasato, diese Zeitschr. 1838, 485, 1927; 
1 Kitasato, ebendaselbst 207, 217, 1929. 











Die Isolierung von Methylglyoxal bei der Milchsaure-girung. 
Von 


Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem 


Die Ahnlichkeit, die zwischen der alkoholischen Zuckerspaltung 
durch Hefe und der Vergarung von Zucker durch Milchsaure bildende 
Zellen besteht, ist letzten Endes darauf zuriickzufiihren, daB beim A}, 
lauf beider Prozesse die Zwischenstufe des Methylglyoxals dureheilt 
wird. Bei der Milchsiure-garung findet die ZerreiBung der Kohlenstoff. 
kette ihr Ende, sobald die Desmolyse beim 3-Kohlenstoffkérper Methy! 
glyoxal angelangt ist; ohne weitere Kohlenstoffketten-verkiirzung wird 
diese Substanz alsdann unter Wasseraufnahme zu Milchsaiure. Dure! 
die einfache intramolekulare Dismutation wird der Ketonaldehyd =» 
Milchstiure .,stabilisiert’*; diese Auffassung und Kennzeichnung des 
Vorganges, die wir 1913 begriindet haben’, hat sich seitdem vielfach 
eingebiirgert. Im Falle der alkoholischen Girung geht die Desmolyse 
tiber die Stufe des Methylglyoxals hinaus, indem dasselbe weiterem 
Abbau unterliegt, als dessen Endprodukte die Kérper der C,- und 
(,-Reihe Athylalkohol und Kohlendioxyd iibrigbleiben. 

In diese zentrale Stellung, die auf induktivem Wege erschlossen 
wurde, riickte das Methylglvoxal durch die im Jahre 1913 gemacht 
Entdeckung, daB es der biochemischen Umwandlung durch giarende 
Zellen unterliegt?. Eingehende Priifungen lehrten, daB ganz ebenso 
wie das Vermégen zur Erzeugung von Milchséure aus Zucker, so auch 
die Fahigkeit zur Produktion von Milchséiure aus Methylglyoxa! als 
Wirkung der Ketonaldehydmutase eine nahezu omnicellulare  r- 
scheinung darstellt. DemgemaB ist sie bei héheren Pflanzen ebenfalls 
wahrzunehmen®, fiir die wegen der Eigenart ihres Stoffwechsels dir 


1 C. Neuberg, Zuckerumsatz der Zelle, 8.14. Jena 1913. 

2 Literatur s. bei C. Newberg und E. Simon, Methodik d. Fermente 
1928, S. 1311. 

3 C. Neuberg und G.Gorr, diese Zeitschr. 171, 475, 1926; 173, 35s, 
1926; C. Neuberg und M. Kobel, Stoklasa-Festschr. 1928, S. 269. 


Bi 
st 
m 


M 
di 


D: 


zu 
du 
LZ 
si€ 
m) 
ph 


we 


her 











C. Neuberg u. M. Kobel: Methylglyoxal bei Milchséiuregaérung. 233 


Vi ichsiture bildende Kraft im allgemeinen nur mittelbar dargetan 
werden kann. Durch besondere Untersuchungen an Zellen und Zell- 
-ibereitungen wurde weiterhin erhartet, da®B sich die in der Natur zu 
ieobachtende Mannigfaltigkeit sterischer Eigentiimlichkeiten auch bei 
der Betatigung isoliert zur Geltung kommender Ketonaldehydmutase 
offenbart, indem die Dismutation symmetrisch wie asymmetrisch voll- 
zogen werden kann!, 


Trotz des beachtenswerten und umfangreichen Materials, das durch 
diese Feststellungen beigebracht war. fehlte jeder biindige und eindeutige 
Beweis dafiir. daB Methyiglvoxal bei dem Abbau des Zuckers durch 
die Erreger der alkoholischen Zuckerspaltung oder der Milchsiiure- 
garung auftritt und in Substanz gefaBbt werden kann. Nicht ohne eine 
vewisse Berechtigung haben die Skeptiker stets dieses Verlangen ge- 
iubert und von der Isolierung des Methylglyoxals aus Garungs- 
erzeugnissen die Annehmbarkeit der Methylglyoxal-theorie abhangig 
gemacht. Andererseits scheint die erwahnte, mit vollendeter Prizision 
verlanfende fermentative Umwandlung von Methylglyoxal in Milch- 
siure so viel verfiihrerischen Reiz besessen zu haben, dab —- mit ge- 
ringem Recht — die Enthusiasten, jeder zwingenden experimentellen 
Begriindung weit vorauseilend, in einer Hochflut unsicherer Kon- 
struktionen das Methylglyoxal auf den Schild erhoben und fiir alle 
moglichen Reaktionen verantwortlich gemacht haben. 


Unlingst haben wir gezeigt?, daB es mit einer im Kern einfachen 
Methodik gelingt, Wethylglyoxal als Produkt der Kohlenhydrat-spaltung 
durch Hefe zu isolieren. Damit war der, wie uns scheint, wichtige Beweis 
geliefert, daB diese Substanz von der eigentlichen Zymase gebildet wird. 
Das ist ein fiir die Theorie der Garung um so einschneidenderes Er- 
gebnis. als fertig zugesetztes Methylglyoxal mittels Hefe bislang nicht 
zu Weingeist und Kohlensaure vergoren werden konnte, sondern wie 
durch andere Zellarten zu Milchsaiure stabilisiert wird. Die beim 
Zuckerabbau wohl auftretenden labilen® Methylglyoxal-formen, die 
sich sowohl auf die Keto- als auf die Enol-struktur zuriickfiihren lassen, 
miissen durch das angewendete Fallungs-reagens, das 2, 4-Di-nitro- 
phenyl-hydrazin, in Gestalt des normalen Bis-hydrazons niedergeschlagen 
werden, genau so, wie von einem Zucker, der als wahres Carbonyl- 
gebilde oder als Lactol mit verschiedenen Ringsystemen vorliegen 


1 C. Neuberg, diese Zeitschr. 51, 484, 1913; C. Neuberg und E. Simon, 
l.c., C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 182, 470, 1927; Ann. Acad. Se. 
Fennic. 29, Nr. 8, 1927; P. Mayer, diese Zeitschr. 174, 420, 1926. 

* C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 208, 463, 1928. 

3 Vgl. C. Neuberg und W. Oertel, ebendaselbst 55, 503, 1913; C. Neu- 
berg in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 2. Aufl., 2, 460, 1924. 
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kann, identiseche Hydrazone und Osazone erhalten werden. Die Isolic; 
barkeit des Bis-hydrazons spricht keineswegs gegen eine Anwesenhe\t 
reaktionsfahigerer Methylglyoxal-modifikationen in den Lésungen. | }\: 
Vorkommen, das wir schon friihzeitig postuliert haben, erscheint 
heute als genau so selbstverstandlich, wie die Existenz verschiedene, 
Abarten, der am- oder h-Gebilde, eines Zuckers. Gerade die bic 
chemische Umformbarkeit des strukturell inaktiven Methylglyoxa|s 
mit 100°, iger Ausbeute zu Milchsaure von 100°, igem optischen Rein 
heitsgrade ist ein Zeugnis daftir, daB durch die Anlagerung des Enzyms 
an das Substrat anders konstituierte Abkémmlinge des Ketonaldehy«s 
entstehen und mit optischer Aktivitat ausgestattet sein kénnen. [st 
auch vorlaufig die Isclierung solcher passageren Formen des Methy!| 
glyoxals' nicht geschehen, so stellen bereits Gewinnung und Analyse 
von Derivaten des gewohnlichen Ketonaldehyds fiir die Methylglyoxa! 
theorie eine Feuerprobe dar. Sie hat diese in einem weiteren Falle 
bestanden: Wir haben hein durchsichtigsten aller desmolytischen 
Prozesse, bei der durch die Agenzien der echten Milchsdure-bakterien 
hervorgerufenen Milchsdure-girung, Methylglyoxal aufgefunden und in 
Substanz gefapt. 


Fiir diese Untersuchungen wahlten wir als Erreger den Bazil/us 
Delbriicki, weil er die Milchsaure-garung in reiner Form zuwege bringt 
und seine groBbe Milchsdiure bildende Kraft auch dadurch bekundet 
daB er sowohl im neutralen Medium als bei saurer Reaktion  giir- 
wirksam ist. 


Unser Vorgehen war folgendes: Aus Massenkulturen des Bazillus. 
die in vélliger Reinzucht vorlagen, laBt sich durch Plasmolyse oder 
Autolyse ein Auszug gewinnen, der bei der Einwirkung auf das Di. 
phosphat der Hexose Methylglyoxal erzeugt. Trennt man den durch 
Plasmolyse erhaltenen Methylglyoxal bildenden Saft vom Uberbleibse! 
der Bakterien, so findet man letzteres noch befahigt, Methylglyoxa! 
wie Zucker in Milchsiure umzuwandeln?. Ausgezeichnete Resultate 
erzielten wir mit Acelon- oder Alkohol-Ather-priparaten. Dieses sterile 
Material gibt gleichfalls an Wasser oder an Kochsalzlésung ein Enzym ab 
das den lange gesuchten biochemischen Ubergang von der C,-Reihe zu 
einem labilen Gebilde mit 3-Kohlenstoffatomen bewerkstelligt und 


' Fir Homologe des Methylglyoxals hat sich die Voraussage mehrerer 
Modifikationen schon erfiillt; H. Moureu (C. r. 186, 380, 503, 1928) sowie 
Ch. Dufraisse und H. Moureu (Chem. Centralbl. 1928, I, 1175) haben die 
ineinander iiberfiihrbaren Keto-Enol- bzw. Athylen-oxyd-formen zu trennen 
vermocht. 

2 Vgl. die Ahnliche Leistung plasmolysierter Hefe, die auch nov! 
Garkraft besitzt. (C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 61, 1915.) 
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dabei Methylglyoxal mit hervorragender Leichtigkeit und in glanzenden 
Ausbeuten liefert. Der Riickstand der extrahierten Bakterienmasse 
verursacht keine oder nur eine geringfigige Entstehung von Methyl- 
givoxal. Wohl aber ist in diesem Residuum reichlich komplette Keton- 
aldehydmutase vorhanden, da es zugefiigtes Methylglyoxal-hydrat 
glatt dismutiert. Damit im Einklange steht, daB der Riickstand 
aus Hexose-di-phosphat quantitativ Milchsaure hervorbringt. Die 
Erklarung fiir dieses Verhalten ist also die, daB die extrahierten 
Bakterienleiber noch reichlich von dem Fermentsystem beherbergen, 
durch das entstehendes oder zugefiigtes Methylglyoxal zu Milchsaure 
stabilisiert wird. 


Durch die einfache Herstellung von Alkohol-Ather-Priparaten aus 
der Bakterienmasse und durch deren in kiirzester Zeit ausfiihrbare 
Extraktion gelingt die Differenzierung der komplexen Zymase so voll- 
kommen, daB in unseren Methylglyoxal bildenden Ausziigen nur 
spirlich Methylglyoxal umwandelnde Ketonaldehydmutase zur Ent- 
faltung kommt. Dies beruht auf einem Mangel der wiisserigen Ausziige 
an Coferment, da Zusatz von funktionstiichtigem Coferment (aus Hefe) 
die Dismutierbarkeit des Methylglyoxals in den Extrakten wieder 
hervorruft. 


Das Alkohol-Ather-Priparat aus B. Delbriicki verhalt sich also 
hinsichtlich der Extraktion von Comutase anders als eine ebensolche 
Zubereitung von Unterhefe oder als gewéhnliche Trockenhefe, die 
erfahrungsgemaB leicht Coenzym verlieren. Nach den Untersuchungen 
von C. Newberg und E. Simon! méchten wir ebensowenig wie A. /. 
Kluyver und A. P. Struyk? die von der Eulerschen Schule angenommene 
Identitat der einzelnen Coenzyme voraussetzen, namentlich nicht die 
bislang ganz hypothetische Auffassung uns zu eigen machen, dab die 
einfachen Aldehyd-dismutationen und die den Phosphorylierungs-akt 
hegleitenden oder einleitenden Reaktionen analog sind. Aber unab- 
hangig von der Frage, ob Beziehungen zwischen den Cofermenten 
der Phosphorylierung und der Dismutationen bestehen, wei man 
folgendes: Fiir die Disproportionierung der gewoéhnlichen Aldehyde 
ist nach einer schon vor Jahren von A. v. Lebedew und N. Griaznoff* 
geiuBerten Ansicht sowie nach den Befunden* von H. v. Euler, 
W. Jacoby, K. Josephson und K. Myrbdick ein Coenzym notwendig 


1 C. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr, 199, 232, 1928. 

2 A. J. Kluyver und A. P. Struyk, Proc. Kon. Akad. van Wetensch. 
Amsterdam 31, 882, 1928. 

3 4.v Lebedew und N. Griaznof/, B. 45, 3267, 1912. 

* K. Josephson und H.v. Euler, H. 135, 49, 1924; K. Myrbdck und 
W. Jacoby, H. 161, 245, 1926; H. v. Euler und K. M yrbdck, H. 165, 28, 1927, 
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Im Einklange mit der jiingst von neuem gestiitzten Auffassung!, dij 
die Dismutation der einfachen Aldehyde und die der Ketonaldehy je 
nahe verwandte Vorginge sind, steht die Feststellung A. Gottschal|s* 
daB fiir die Dismutation des Methylglyoxals (fiir seine intramolekulare 
Stabilisierung zu Milchsiure) ebenfalls Coferment erforderlich ist 
Das ist in diesem Zusammenhange wichtig. 

Das Alkohol-Ather-Praparat des B. Delbriicki halt jedenfa|ls 
Comutase fest. Denn wir finden es auch nach dem Auswaschen zur 
Dismutation von Methylglyoxal befahigt, wie das fiir die intakten 
Milchsaurebakterien sowie fiir ihre Aceton-Trocken-Priaparate langst 
bekannt ist*. 

LaBt man die Enzymlésungen, die in der erwaihnten, im experi. 
mentellen Teil naiher beschriebenen Weise gewonnen sind, auf eine 
Lésung von hexose-di-phosphorsaurem Magnesium einwirken, so ist 
nach einigen Stunden das Auftreten von Methylglyoxal nachzuweisen. 
Nach 20 bis 24 Stunden ist die Menge betrichtlich, und nach etwa 
48 Stunden ist zumeist das Maximum erreicht. 

Der Ertrag an Methylglyoxal ist iiber alle Erwartungen grog. "s 
wurden namlich bis 100°... im Durchschnitt aus sechs Bilanzversuchen 
§3,2°, (8. S.247—256), des aus dem Hexose-di-phosphat abgespaltencn 
und desmolysierten Zuckers als Methylglyoral isoliert, das im Sinne 
der Gleichung: 


C,H,,0, = 2H,O0+ 2CH,.CO.COH baw. CH,.CO.CH(OH), 


gebildet wird. Die Ausbeuten lassen keinen Zweifel dariiber, dal der 
Zerfall eines Zuckermolekiils zu zwei Mol Methylglyoxal fiihrt. Es bleibt 
kein Raum fiir die Annahme, dab bei dieser Form der Zuckerspaltung 
durch die Zymase des Milchsiurebazillus eine héher oxydierte Siure 
die Vorstufe des Methylglyoxals bzw. der Milchsaure sei, wie etwa 
Brenztraubensaure, fiir deren Auftreten wir in unserem Falle keinen 
Anhaltspunkt gefunden haben. 

Die De-phosphorylierung des Ausgangsmaterials erfolgt je nacl 
den Konzentrationsbedingungen zu 15 bis 26°,. Dabei entsteht nicht 
nur in Methviglyoxal iibergehender Zucker, sondern auch Hexose- 
mono-phosphat. Von dem angewendeten Di-phosphorsaure-ester werden 
10 bis 20°, vollkommen gespalten und 5.6 bis 11,6 °, infolge par- 
tieller De-phosphorylierung in Mono-phosphat iibergefiihrt. Dem 


1 C. Neuberg, diese Zeitschr. 51, 486, 1913; C. Neuberg und M. Kolv/, 
Zeitschr. f. physik. Chem. (Haber-band) 189, 631, 1928. 

2 A. Gottschalk, H. 176, 314, 1928. 

3 C. Neuberg und G. Gorr, diese Zeitschr. 162, 490, 1925; 166, 482, 1925: 
C. Neuberg und E. Simon, ebenda 186, 331, 1927. 


he 
al 
di 
Ai 


19 
Di 


un 


19 








Isolierung von Methylglyoxal bei der Milchséuregarung. 237 


gemiB 14Bt sich durch einfache Fillung mit Athylalkohol aus dem 
Keaktionsgemisch auSer anorganischem Magnesiumphosphat hexose- 
mono-phosphorsaures Magnesium niederschlagen, neben denen als 
Hauptmenge unverandertes hexose-di-phosphorsaures Magnesium vor- 
handen ist. Die halbseitige enzymatische De-phosphorylierung des 
letzteren ist auch mittels Hefe und Taka-phosphatase sowie tierischem 
Zellferment' nach analogen Versuchen von C. Neuberg und J. Leibo- 
witz? als méglich erwiesen. Den Mitteilungen dieser Autoren®, ferner 
den Angaben von A. Harden und F. R. Henley® kann man Anleitungen 
zur Aufteilung von Zymophosphat-gemischen entnehmen. Die Vor- 
schriften erméglichen keine scharfe Trennung, aber mit hinreichender 
Genauigkeit ergibt sich, daB neben 69 bis 82 °,, unverindert gebliebenen 
Diphosphats 5,6 bis 11,6°, durch halbseitige De-phosphorylierung in 
Mono-phosphat iibergefiihrt sind. 


Bei dieser Gelegenheit miissen wir folgender Beobachtung gedenken. 
Die Ausbeuten an Methylglyoxa!l waren um so gréBer, je héher die 
Konzentration an Substrat war. Da eine rein chemische Spaltung des 
hexose-di-phosphorsauren Magnesiums ganz auBer Frage steht, so darf - 
als eine Hypothese — vielleicht zur Erklarung ein Verhalten des Zymo- 
di-phosphats herangezogen werden, das sich bei Versuchen ganz anderer 
Art offenbart hat. 

Wir haben namlich vor einiger Zeit festgestellt*, daB Zymo- 
phosphate mit Aminosiuren und Dipeptiden sowie Pepton in eine 
Beziehung treten, die sich durch eine starke Veranderung der optischen 
Aktivitat, ja sogar in einer Umkehr der Drehungsrichtung verrat. AuBer 
den Hexose-phosphorsaure-estern zeigt? von einfachen Zuckern nur 
die Fructose das gleiche Verhalten; an ihr ist die Fahigkeit zu solchen 
Beeinflussungen aufgefunden®, die bei Zimmertemperatur und sofort 
wahrzunehmen sind. Hexose-di-phosphat und der Neuberg sche Hexose- 
mono-phosphorsaure-ester sind nun Derivate des Fruchtzuckers. Der 
polarimetrisch meBbare*, von uns auf. Entstehung von Addukten 
bezogene Hergang ist am ausgesprochensten in konzentrierten 


1 Th. Brugsch, M.Cahen und H. Horsters (diese Zeitschr. 164, 199, 
1925; 175, 120, 1926) haben zuerst die Entstehung von Mono-phosphat aus 
Di-phosphat unter dem Einflu8 von Trockenmuskeln beobachtet. 

2 C. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481, 1927; 191, 450 
und 456, 1927. 

3 A. Harden und F R. Henley, Biochem. Journ. 21, 1216, 1927. 

4 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 174, 464, 1926; 179, 451 
1926; 182, 273, 1927; 200, 459, 1928. 

5 Dieselben, ebendaselbst 162, 496, 1925. 

®* Die Effekte sind teilweise recht groB, nicht geringfiigig, wie 2. Wald- 
schmidt-Leitz und G. Rauchalles (B. 61, 651, 1928) anzunehmen scheinen. 
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Lésungen, wahrend aus verdiinnten Léisungen das Salz der Hexove 
di-phosphorsaure zuriickgewonnen werden kann. Es ware eine erwage is. 
werte Vorstellung, daB mit zunehmender Konzentration an Substrat 
die Substrat-Enzym-verbindung, die unerlaBliche Vorstufe fiir cas 
beim Zerfall auftretende Methylglyoxal, in verstarktem Mabe ge. 
hildet wird. 

Mit Hexose-di-phosphat als Ausgangsmateria] haben wir bisher 
am besten die biochemische Bildung von Methylglyoxal erreicht. Lic 
am-Struktur der Fructose, die fiir das Hexose-di-phosphat angenommen 
wird (W. 7. J. Morgan, R. Robison, P. A. Levene und A. L. Raymond 
scheint allein fiir den Erfolg nicht maBgeblich zu sein. Mit Rohrzucker 
als Substrat ist es uns, wenigstens bei Hefe, nicht gelungen, den Uber. 
gang in Methylglyoxal zu erzwingen, obgleich die verwendete Enzym. 
lésung reichlich Invertase enthielt. Auch allmahliche Zugabe der 
Saccharose anderte an dem Ergebnis nichts; dieser Zusatz nach und 
nach war vorgenommen aus der Uberlegung heraus, daB jederzeit 
Fructose-am-molekiile zur Verfiigung stehen und nicht zu_ schne|! 
stabile Fructose gebildet werden sollte. Uber die Kesultate mit Di. 
oxyaceton und Glycerinaldehyd kénnen wir noch nichts AbschlieBendes 
berichten. 

Nach den bisherigen Ergebnissen wird man zu _nachstehender 
Auffassung des Vorganges gefiihrt ’ 

In dem von uns verwendeten desmolytischen Ferment-system 
das der A pozymase entspricht, fehlen die Agenzien des ersten Angriffes' 
insbesondere die der Phosphorylierung®. Infolgedessen kann nur ein 
Substrat Verwendung finden, das diese vorbereitende Umwandlung 
bereits erfahren hat. Das ist der Fall bei dem benutzten Phosphorsiure- 
ester der Hexose. Die eigentliche Differenzierung der Garungsfaktoren 
wird durch Auseinanderziehung von Methylglyoral bildendem un 
Methylglyoxal verarbeitendem Agens erreicht, namentlich aber durch 
einseitige Staffelung der Comutase, die von der Methylglyoxal liefernden 
Enzymfraktion fernzuhalten ist. Zwischen Hexose-di-phosphat bzw 
Hexose-mono-phosphat und Methylglyoxal diirfte als Durchgangsglied 
der durch De-phosphorylierung entstandene labile Zucker liegen. Da. 
neben wird man auch an Triose denken kénnen. Das Auftreten von 
Dioxyaceton als Zwischenprodukt erscheint zunachst aus energetischen 
Griinden nicht sehr wahrscheinlich, wie jiingst dargetan worden ist* 


1 Vel. C. Neuberg und C. Oppenheimer, diese Ze*tschr. 166, 450, 1925 
2 Mit Hefen-Apozymase haben wir bereits die Bildung von Methy! 
glyoxal aus dem Hexose-di-phosphorséure-ester erreicht, woriiber noch 7 


berichten ist. 
3 M. Kobel und W. A. Roth, diese Zeitschr. 203, 159, 1928. 
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Vor allem aber ist festgestellt', daB Dioxyaceton durch den Enzym- 
komplex der Hefe vor der Vergirung zu Hexose kondensiert und 
in Hexose-phosphorsaure-ester tibergefiihrt wird. Uber das Verhalten 
des Glycerinaldehyds in dieser Hinsicht haben wir keine geniigenden 
Anhaltspunkte?. 

Wie die Entwicklung beziiglich der Beteiligung der Triosen ent- 
scheiden mag, ist nicht von ausschlaggebender Bedeutung. Ratsel, 
die fir die Lésung der Desmolyse-frage noch bestehen, liegen nicht in 
dem Problem der Depolymerisation von Hexosen zu Triosen, nicht in 
der Annahme einer Aufhebung der Aldolbindung, deren Knupfung 
umgekehrt die Synthese der Hexosen aus Triosen in sich schlieBt. 
Bis zur Auffindung der physiologischen Angreifbarkeit von Methyl- 
glvoxal und Brenztraubensiure bot, wie wir oft dargelegt haben, die 
Herleitung der Milchsiure (CH,.CHOH.COOH) bzw. des Wein- 
geistes (CH,.CH,OH) und Kohlendioxyds (CO,) aus den Gebilden 
CH,OH-(CHOH),—COH oder CH,OH—CO—(CHOH), .H dem 
Verstandnis die gleichen Schwierigkeiten, cinerlei, ob x den Wert | 
oder 4 besitzt. 

Das Methylglyoral wird auf alle Fille als das typische Produkt der 
Glykolyse zu werten sein; denn an ihm vollzieht sich in durchsichtiger 
Weise der biochemische Ubergang in Milchsiure. Das erwiesenermaben 
existierende Enzym, das die Umwandlung des 6-Kohlenstoff-zuckers 
in die 3-Kohlenstoff-verbindung bewirkt, wird man der einfachen 
Orientierung halber durch einen besonderen Namen kennzeichnen. 
Da es bei der Vielheit der Agenzien nicht mehr méglich erscheint, das 
Enzym nomenklaturmaBig auf sein Substrat zu beziehen, ohne 
schleppende Worter, wie etwa  ,,Hexosen-di-phosphat-methyl-gly- 
oxalase** zu bilden, so wird man zum ,,handlichen** Gebrauch als Merkmal 
den Effekt wihlen. Ahnlich den Schépfungen Carboxylase, Invertase, 
Sulfatase wird man an den Namen ,,Glykolase* denken miissen®. Die 

' ©. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 208, 452, 1928; vgl. auch 
K. Iwasaki, ebendaselbst 208, 237, 1928. 

? Ob eventuell Phosphorsiure-ester der Triosen in Betracht zu ziehen 
sind, muB gepriift werden. 

® Da die Ketonaldehydmutase auch Methylglyoxalase oder Glyoxalase 
genannt worden ist, so ist es, wenn man nicht Gefahr weitgehender Ver- 
wirrung laufen will, kaum médglich, das Methylglyoxal erzeugende Agens 
heute noch Methylglyoxalase zu nennen. AuBerdem wiirde die Bezeichnung 
Glykolase dem klassischen. Begriff der aeroben Glykolyse am meisten 
gerecht. Der Name Glykolase kénnte eventuell auf das Agens iibergehen, 
das die Depolymerisation von Hexose zu Triose besorgt, sofern letztere sich 
als sicheres Zwischenprodukt einschiebt. Dieses Agens kénnte man aller- 
dings auch als Depolymerase oder ahnlich bezeichnen, oder man miibte 
spiter die eventuelle Umwandlung von Triose in Methylglyoxal als 
Wirkung einer Dehydratase ansprechen. 
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Bildung von Methylglyoxal ist ndmlich der Inbegriff der Glykolyse «yj 
abtrennbar schon heute von der terminalen Entstehung der Milchsav», 
die in eindeutiger Weise auf ein spezielles Enzym, die Ketonaldeh | 
mutase, zuriickgefiihrt werden kann. 

Die Isolierung des Methylglyoxals, tiber die wir berichten, wird 
ersichtlicherweise nicht nach den Prinzipien der Abfangverfahren' 
erzwungen, sondern es handelt sich um den einfachen Vorgang de: 
Anhaufung unter Bedingungen, welche die weitere Verarbeitung wun 
méglich machen. In diesem Vorgehen, das im physikalisch-chemischen 
Sinn auf die Verlangsamung des Ablaufes einer Phase herauskommt 
liegt die besondere Beweiskraft fiir die individuelle Existenz eine: 
speziell Methylglyoxal erzeugenden Ferments. 


Die Gykolyse-forschung hat sich in so viele Nebenfragen verloren 
sie hat so manchen Analogieschlu8 nicht verschmaht, daB zur Vermeidung 
aller MiBverstandnisse folgendes klar betont werden muB. 


Wir haben schon erwahnt, da8 ein freiwilliger, unspezifischer Zer‘fal! 
des Hexose-di-phosphats in Methyl-glyoxal nicht in Betracht kommt 
Mit der rein chemischen Verwandlung von Zucker in Methylglyoxal hat 
unser Nachweis nichts zu tun. Auf der alten Beobachtung von G. Pinkus*. 
daB Glucose wie Dioxyaceton beim Kochen mit starker Natronlauge in 
Gegenwart von Phenyl -hydrazin das Methylglyoxalosazon liefern, und auf 
dem Befund von A. Wohl*, daB sich der Glycerinaldehyd ebenso verhilt. 
haben C. Neuberg, W.Ortel, B. Rewald und E. Reinfurth* zwar dadureh 
einen Modellversuch aufgebaut, daB sie diese Umformung auch durch ganz 
schwache Alkalien, wie Natriumbicarbonat, Soda, Dinatriumphosphat, 
Dinatriumsulfit, Borax und Ammoniak, zum Teil sogar bei Koérper- 
temperatur, bewirken konnten, wobei sich die einzelnen Aldehydzucker 
der verschiedensten Reihen und auch die aldehydischen Disaccharice 
grundsatzlich gleich verhielten, Fructose und namentlich Dioxyaceton aber 
bevorzugt reagierten. In saurer Lésung zerfallt der Glycerinaldehyd ebenso®. 
W. Léb® H. D. Dakin und H. W. Dudley’ ferner A. Fernbach und M. Schoen’ 
sowie auch F. Fischler® konnten auch bei der Destillation von Zucker. 


1 Auf die vermeintliche Abfangung von Methylglyoxal bei Garungs- 
vorgingen wollen wir wegen der hierbei unterlaufenen, von uns (diese 
Zeitschr. 191, 472, 1927; 199, 230, 1928) aufgedeckten Irrtiimer nic} 
eingehen. 

2 G. Pinkus, B. 31, 31, 1898. 

%’ A. Wohl, diese Zeitschr. 5, 56, 1907. 

* ©. Neuberg und W. Ortel, ebendaselbst 55, 495, 1913; C. Neuberg wn! 
B. Rewald, ebendaselbst 71, 144, 1915; C. Neuberg und E. Reinfurth, B. 52. 
1679, 1919. 

5 C. Neuberg und E. Kansky diese Zeitschr. 20, 461, 1909; EB. Buchner 
und J. Meisenheimer, B. 43, 1777, 1910. 

® W. Léb, diese Zeitschr. 12, 78 und 466, 1908. 

? H. D. Dakin und W. H. Dudley, Journ. of biol. Chem. 15, 127, 1913 

* A. Fernbach und M. Schoen, Ann. de I'Inst. Pasteur 28, 693, 1914 

® F. Fischler, H. 157, 1, 1926; 165, 53, 1927. 
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<.ngen mit schwach alkalischen Agenzien Methylglyoxal erhalten. Die 
Ausbeuten an Methylglyoxal ahnlicher Substanz sind dabei naturgemaiS 
iger gut, ais sie bei dem schonenden Vorgehen von Neuberg und Rewald 

cewesen waren. Wahrend die Letztgenannten beispielsweise bei 
d-Glucose zu 15.5%, und bei Dioxyaceton bis zu 70°, der Theorie an 
M 7 


we 


thylglyoxal gelangt waren, vermochte Fischler (l.c.) nur 7,5 bzw. 6% 
an reduzierender Substanz in seinen Destillaten nachzuweisen, aus deren 
Jodbindungsvermégen! er den Gehalt an Ketonaldehyd berechnet hat. 
Unentschieden ist, ob oder zu welchem Anteil das iiberall als Methyl- 
glyoxal betrachtete Zersetzungsprodukt des Zuckers Acetol gewesen ist ; 
aus den Arbeiten von A. Emmerling und G. Loges* sowie O. Baudisch® 
wei man namlich, daB Behandlung der Zucker mit Alkalien zu diesem 
Ketol fiihrt. 


Die biochemische Bildung darf auch nicht mit der Umwandlung der 
Triosen in Methylglyoxal unter dem EinfluB von starker Mineralsdure 
verwechselt werden. Die Destillation mit Schwefelséure ist von C. Neuberg 
und Mitarbeitern zu einer quantitativen Bestimmung‘ von Triosen aus- 
gebildet; sie ist zu diesem Zwecke von A.J. Kluyver und A. P. Struyk* 
zum Nachweis von Triose unter den Produkten besonders gefiihrter Gaérung 
benutzt worden (und sie kénnte zur Identifizierung eines von J. Warkany® 
heobachteten triose-aihnlichen Bestandteils unter den Reservekohlenhydraten 
von Hefe dienen). Glucose gibt in essigsauer-alkoholischer Lésung eben- 
falls zur Entstehung von Methylglyoxal Anla®B, wenn Benzylamjn zugegen 
und Gelegenheit zur Bildung von Glucose-benzylamid vorhanden ist’. 


Mit dem Nachweis von Methylglyoral als Produkt der biochemischen 
Zuckerspaltung durch den B. Delbriicki ist der Prozefi der Milchsiéure- 
qdrung weitgehend aufgekldrt. Uber die Phasen, in die er sich aufteilen 
laBt, wissen wir folgendes: 


A.J. Virtanen® hat gezeigt, dab Milchsiurebakterien — er ver- 
wendete das Bacterium casei ¢ und das ebenfalls Milchsiure bildende 
Bacterium propionicum — Phosphorylierung zuwege bringen und dab 


1 Vgl. hierzu R. Kuhn und R. Heckscher, H. 160, 132, 1926. Sie - haben 
gezeigt, daB die Titration des Methylglyoxals mit Jod annehmbare Werte 
unter ganz bestimmten Bedingungen gibt; Fischler hat andere Verhaltnisse 
gewahit und seine Ausbeuten miissen nach seinen Angaben (Zeitschr. f. 
analyt. Chemie 74, 31, 1928) um '/, geringer angesetzt werden, d. h. sie 
betrugen 5,6 bzw. 4,5 %. 

2 A. Emmerling und G. Loges, B. 6, 23, 1873; 16, 837, 1883; vgl. auch 
J.N. Nef, Ann. 885, 254 und 323, 1904; 376, 13, 1910. 

’ O. Baudisch, diese Zeitschr. 89, 279, 1918. 

* C. Neuberg, E. Fdrber, A. Levite und E. Schwenk, ebendaselbst 83, 
262, 1917. 

5 A.J. Kluyver und A. P. Struyk, Akad. d. Wisschensch. Amsterdam, 
natk. Afd. 86, 608, 1927; Dissertation A. P. Struyk, 1928, 8.35 und 52. 

* J. Warkany, diese Zeitschr. 150, 278, 1924. 

7 C. N. Cameron, Chem. Centralb]. 1927, II, 1245. 

* A. J. Virtanen, H. 188, 136, 1924; s. auch Chem. Centralbl. 1925, 
II, 1609. 
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dafiir die Mitwirkung von Coferment unerlaBlich ist. Ein gleiches 
haben iibrigens H. von Euler und K. M yrbdck' fiir die Phosphorylier ing 
durch untergarige Hefe festgestellt, und A. Gottschalk und C. New! 
haben gefunden, da®B selbst Oberhefen-Trocken-Praparate, die fiir sic} 
nicht zur Phosphat-bindung befahigt sind, durch Coferment-zugaly 
veresternde Kraft erlangen. Nach unverdffentlichten Versuchen yoy 
M. Kobel und A. Tychowski kann man durch Vergarung von Hexos 
di-phosphat mit B. Delbriicki Milchsaure in fast theoretischer Aushevt: 
gewinnen. 

Schon friiher haben wir dargetan, daB Methylglyoxal von Mile) 
siurebakterien quantitativ in Milchsaure tibergefiihrt wird (s. 8. 232 ff 
Nunmehr haben wir das Methylglyoxal als Zwischenstufe bei dem v« 
diesen Erregern veranlaBten Zuckerzerfall unzweifelhaft nachgewiese: 
und in betrachtlicher Menge in Form. seines Bis-di-nitro-pheny| 
hydrazons isoliert. 

Im Hinblick auf die grundsatzliche Bedeutung, die man der [so 
lierung von 83°, des theoretisch méglichen Quantums Methylglyoxa| 
bei der Glykolyse wird zumessen diirfen, haben wir es nicht bei der 
erwihnten Methodik bewenden lassen, sondern zur Sicherung der by 
funde nach weiteren Verfahren Umschau gehalten. Uber diese wie auc! 
iiber die Bilanz der Methylglyoxalbildung durch Hefenenzym wolle: 
wir spater eingehender berichten. Eines beruht auf der Uberfiihrung di: 
durch die Glykolase erzeugten Methylglyoxals in das Di-orim. Mav 
unterbricht den enzymatischen ProzeB auf seiner Hohe, fiigt Hydroxy! 
amin hinzu und zieht dann mit Ather das entstandene Methylglyoxa! 
di-oxim aus; dasselbe ist ein besonders typisches Derivat, das aus 
keinem anderen Stoff als Methylglyoxal hervorgegangen sein kann 
Auch die Umwandlung in Chinoxalin-abkémmlinge ist méglich. 

Schon heute kénnen wir sagen, daB bei sehr ahnlichem Vorgehe: 
Frl. Dr. M. Vogt die Glykolase einwandfrei auch in tierischen Geweben 
nachgewiesen und analysenreine Methylglyoxal-derivate gewonnen 
hat. In héheren Pflanzen (Gerste) haben wir die Anwesenheit der 
Glykolase ebenfalls festgestellt, Herr Dr. HE. Simon fand sie in 
Essigbakterien und Herr Dr. M. Scheuer in B. lactis aerogenes 
Uberall, wo Glykolyse eintritt, iiberall, wo wir die Ketonaldehydmuta» 
wirksam sehen, ist auch Methylglyoxal-bildung zu erwarten®.  Inden 


! H.v. Euler und K. Myrbdck, H. 1389, 15, 1924. 

3 4A. Gottschalk und C. Neuberq, diese Zeitschr. 154, 492, 1'24 
C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 161. 244, 1925. 

3’ Bei anderen Objekten, wie Tumoren und griinen Blattern, vermute! 
wir das Vorhandensein eines parallelen Reaktionsweges; der Einflui} ver: 
schiedener Katalysatoren (Fluorid, Arsenat, Calcium-ionen usw.), fern! 
der Variation des Milieus wird noch studiert werden miissen. 
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man Methylglvoxal als obligates Produkt der Desmolyse erkennt, ist 
man bereechtigt, dieser Substanz aus der 3-Kohlenstoff-reihe die ihr 
fruher schon aus theoretischen Griinden zuerteilte olle als Nchliissel- 
whstanz fiir die Erscheinungen der Glykolyse zuzuweisen. 


Das fiir die Experimente benutzte Substrat war wiederum das leicht 
sliiche und sehr bestandige hexose-di-phosphorsaure Magnesium! ° 


Massenkulturen des Bakterium Delbricki wurden gewonnen durch 
Remzucht in 15 Liter fliissigem Nahrboden, der halftig aus Fleischextrakt - 
wuillon (teils mit, teils ohne Pepton) und aus 10°, iger Bierwiirze bestand, 
md zugleich durch Aussaat auf 4,42 qm festem Nahrboden, der durch 
\usgieBung der erstarrenden Mischung von Fleischextrakt-agar (peptonfrei) 
wd Bierwiirze-agar 1:1 in 130 Drigalski-schalen erhalten war. Nachdem 
lie Bakterien 1 Tag bei 37° und 1 Tag bei 26° herangewachsen waren, 
wurden sie von den Schalen mittels der Kulturfliissigkeit abgeschwemmt 
md abzentrifugiert. Dann wurden sie bis zur Zuckerfreiheit auf der Zen- 
trifuge mit sterilem Leitungswasser gewaschen. 


Zur Bereitung eines Autolyse-sajftes wurde ein Quantum frischer 
Bakterien, die 14g Trockensubstanz enthielten. in 200 cem Wasser 
inter Zugabe von 10 cem Toluol suspendiert. Nach zweitagiger Auf- 
bewahrung bei 37° wurde abgeschleudert und dadurch ein klarer Saft 
erhalten, der in gleicher Weise, wie wir es friiher (1. c.) fiir Hefenautolysat 
beschrieben haben, zur Bildung von Methylglyoxal befahigt ist. 


Schneller erhielten wir aus den frischen Bakterien einen funktions- 
tichtigen Saft durch Plasmolyse mit Kochsalz, Essigester oder Glycerin. 
Nach kurzer. etwa halbstiindiger Einwirkung von kleinen Mengen* 
dieser (oder ahniicher) Reagenzien auf die abgepreBten  frischen 
Bakterien wurde die breiig gewordene Masse mit Wasser auf das 
Zeinfache verdiinnt und zentrifugiert. Der so bereitete Auszug er- 
zeugte aus hexose-di-phosphorsaurem Magnesium Methylglyoxal und 
wandelte zugesetzten Ketonaldehyd nur sehr langsam und unvoll- 
standig in Milchsiure um, wihrend der einmal auf der Zentrifuge ge- 
waschene Bakterien-riickstand in Beriihrung mit der gleichen Menge 
Hexose-di-phosphat, aus welcher der Saft Methylglyoxal bildete, diesen 
Stoff nicht lieferte, wohl aber zugefiigten Ketonaldehyd sehr schnell 
wt dismutativem Wege zum Verschwinden brachte. 


Die giinstigsten Ausbeuten an Methylglyoxal erzielten wir mit 
folgender Ferment-zubereitung. Die frischen, méglichst scharf abzentri- 


' Uber seine Darstellung s. C. Neuberg und M. Kobel in Oppenheimer- 
Pincussens Methodik der Fermente 1928, S. 406. 

* Etwa 10Teile Plasmolytikum auf 100 Teile feuchte, abgeprebte 
Bakterienmasse. 


16* 
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fugierten Bakterien wurden in einen Porzellanmorser in ein Genie iige 
von 450 cem Alkohol und 150 cem Ather eingetragen und mit ejjeom 
Pistill wihrend 5 Minuten gut verrieben. Dann wurde abgesaugt. jt 
Ather nachgewaschen und im Exsikkator getrocknet. Ausbeute aus 
jeder Massenkultur 14 bis 16g steriles Trockenpraparat. Diese mit 
Alkohol plus Ather entwisserten toten Bakterienleiber bildeten be; 
geeigneten Konzentrationsverhaltnissen (s. 8.259 ff.) aus Hexose<dj 
phosphat direkt Methylglyoxal, allerdings in nur geringem Ausmath 
d. h. das Praparat war schon etwas an Coferment verarmt. 


GroBe Mengen Methylglyoxal lieferten Ausziige dieser Alkoho! 
Ather-Trocken-Bakterien mit Wasser oder verdiinnter, etwa 1". ige; 
Kochsalzlésung, wahrend das extrahierte Residuum etwas Meth! 
glyoxal nur bei Anwendung hoher Konzentrationen des Phosphorsaure 
esters ergab und bei geringen Konzentrationen den quantitativer 
Abbau des Hexose-phosphats zu Milchsaiure bewirkte, ohne dal ein 
Isolierung von intermediir auftretendem Methylglyoxal méglich wai 


Die Darstellung des Fermentsaftes fiir die beschriebenen Versuch 
geschah folgendermaBen: 


Je 9g Alkohol-Ather-Trocken-Bakterien wurden in einer rauhen 
Porzellanschale mit 18 cem Wasser angeriihrt, mit 3,6 g festem fei 
gepulverten Kochsalz gut verrieben und nach 4 bis 5 Minuten mit 
360 ccm Wasser verdiinnt. Nach dem Zentrifugieren wurde der klar 
Saft abgegossen. Der Riickstand wurde einmal auf der Zentrifuge mit 
Wasser gewaschen und dann in 350 cem Wasser suspendiert. 


Saft sowohl als Riickstand wurden alsbald nach Bereitung zw 
Anstellung der Versuche verwendet. 


A. Die Bilanz bei Versuchen mit der Fermentlisung. 


Die bilanzmaBige Verfolgung der Desmolyse neben der Isolierung 
des Methylglyoxals geschah durch Bestimmung der wahrend der Ver 
suchsdauer aus dem Substrat abgespaltenen Phosphorsaure, durch 
Analyse der iibrigbleibenden Zucker-phosphorsaure-ester, durch Ab 
scheidurg des Methylglyoxals und durch Priifung auf eventuell in 
freier Form vorhandene Kohlenhydrate. 


1. Phosphorsdure-bestimmungen. 


Zu Beginn und am Schlu8 eines jeden Versuchs wurde fiir ‘as 
Reaktionsgemisch in einer kleinen Probe (nach EnteiweiBung mit Ir 
chloressigsiure) der Gehalt an anorganischem Phosphor kolorimetris! 
ermittelt. Da in der Fermentlésung allein eine, wenn auch geringe 


di- 
ode 


die 


wie 


phe s 
Was 
ders 
Die 

meti 
trier 
wure 
Troy 
mae! 
gelei 
Steh 
phos 
fugie 
saure 





ur 


ge 








Isolierung von Methylglyoxal bei der Milchséiure-garung. 245 


\)-paltung anorganischen Phosphats stattfand, so wurde der Gehalt 
daran in einem Vergleichsversuch ohne Hexosephosphat-zusatz eben- 
falls stets bestimmt und bei der Berechnung fiir den Hauptversuch be- 
ricksiehtigt. Magnesiumsalz in gekochtem Fermentsaft ist durchaus 
best andig. 


tnalyse der bei Unterbrechung des Versuches vorhandenen Phosphorsdure- 
ester. 

Die wihrend des Versuchs eintretende Ester-hydrolyse des Hexose- 
di-phosphats kann entweder zu cinem mono-phosphorylierten Zucker 
oder zu phosphorfreien Produkten fiihren. AufschluB dariiber geben 
die Analysen der anwesenden Phosphorsaure-ester. 


Zur Isolierung der gesamten Hexose-phosphate versetzten wir 
einen aliquoten Teil des Reaktionsgemisches sofort nach Beendigung 
der Versuche mit der sechsfachen Menge absoluten Alkohols und fallten 
dadurch die Hexose-phosphorsaure-ester samt anorganischem Phosphat 
praktisch quantitativ aus. Der Niederschlag wurde auf einem Schott- 
schen Glasfiltertiegel gesammelt, getrocknet und gewogen. 

AuBer den Phosphaten wurden durch Alkohol auch noch Be- 
standteile des Fermentsaftes mit niedergerissen. Um die Menge solcher, 
dem Niederschlag beigemengten Verunreinigungen festzustellen, wurde 
die im Kontrollversuch ohne Hexosephosphat digerierte Enzymlésung 
auf gleiche Art wie die Fliissigkeit des Hauptversuchs mit Alkohol 
versetzt. Die Fallung wurde gleichfalls abfiltriert und gewogen; sie 
betrug 6 bis 8°, vom Quantum aus dem Hauptversuch. 


Die Bestimmung des vorhandenen Mono- und Di-phosphats geschah 
wie folgt. 

Wir verteilten das abgesaugt gewesene Gemisch von Magnesium - 
phosphat und Magnesiumsalzen der Phosphorsiure-ester in wenig 
Wasser, wobei eine triibe Fliissigkeit entstand. In einem aliquoten Teil 
derselben bestimmten wir den anorganischen und organischen Phosphor. 
Die Ermittlung des organisch gebundenen Phosphors erfolgte kolori- 
metrisch nach Veraschung mit einem Gemiseh gleicher Teile konzen- 
trierter Salpetersiure und Perhydrol. Die Hauptmenge der Fliissigkeit 
wurde mit itibefschiissiger Bariumacetat-lésung versetzt und mit einigen 
Tropfen Barytwasser gegen Phenolphthalein schwach alkalisch ge- 
macht, dann wurde so viel Kohlensiure in das Reaktionsgemisch 
geleitet, bis das Phenolphthalein entfirbt war. Nach 18stiindigem 
Stehen bei etwa 16° wurde von dem Niederschlag, der aus Barium- 
phosphat und hexose-di-phosphorsaurem Barium bestand, abzentri- 
fugiert. (Zur Vermeidung einer Wiederauflésung des hexose-di-phosphor- 
sauren Salzes wurde nicht nachgewaschen, sondern fiir die Weiter- 
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behandlung hier wie spater stets ein aliquoter Teil verwendet.) — |) 
durch Zentrifugieren erhaltene klare Lésung war abweichend von de 
Annahme von Harden und Henley (1. ¢.), aber in Ubereinstimm ing 
mit den Beobachtungen von Neuberg und Leibowitz (1. ¢.) nicht tr 
von Hexose-di-phosphat; denn sie lieferte beim Erhitzen noch cin 
betrachtliche Menge eines Niederschlags von hexose-di-phosphorsawrey 
Barium. Dieser wurde heif abfiltriert ; nochmalige Erhitzung der Losing 
bewirkte nur noch eine geringe Triibung. Die nach Filtration erhalten 
klare Fliissigkeit war nunmehr praktisch frei von anorganischen 
Phosphat und Hexose-di-phosphorsaure-ester. Der nach Verasehiuny 
mit Wasserstoffsuperoxyd und Salpetersaure in ihr ermittelte Phosplior 
gehalt stammt also aus einem Hexose-mono-phosphat. 


3. Priifung auf Zucker und alkohollésliche Phosphorsdure-ester. 


Zur Feststellung, ob nach der Phosphat-abspaltung auBer den 
Methylglyoxal freier Zucker zugegen war, diente das Filtrat dey 
Alkoholfallung (s. 8. 245). Es wurde im Vakuum zur Trockne gedampft 
dreimal mit Wasser aufgenommen und wieder eingeengt, dann mit 
Wasser auf ein kleines Volumen aufgefiillt. In dieser Lésung wurd 
das Reduktionsvermégen (nach Lehmann) sowie der Gehalt an an 
organisch und organisch gebundenem Phosphor ermittelt. Das alkohol 
sche Filtrat aus den Kontrollversuchen wurde in gleicher Weise wir 
das aus den Hauptversuchen behandelt. Es reduzierte Fehlingscly 
Mischung bedeutend schwiacher als die den Hauptversuchen ent 
stammenden Portionen und enthielt ebenfalls geringe Quantititer 
anorganisch wie organisch gebundenen Phosphors. Die Subtraktion 
der in den Vergleichsansatzen gefundenen Werte von denen der Haupt 
versuche ergab die Menge der reduzierenden Substanz und alkoho! 
léslichen Phosphorsaure-ester, die aus dem  Hexose-di-phosphat 
stammten. In allen Ansitzen, aus denen wir Methylglyoxal isolierten 
war in geringer Menge freier Zucker gebildet, wahrend organisch 
bundener Phosphor im alkoholischen Filtrat der Hexose-phosphat 
fillung nicht regelmaBig gefunden wurde. Da das im Reaktions 
gemisch gebildete Methylglyoxal auch. in den Alkoholauszug tibergelit 
bestand die Méglichkeit, daG die reduzierende Substanz_ teilwei» 
aus Methylglyuxal oder seinen beim Abdampfen der Lésung ent 
standenen Umwandlungsprodukten besteht. Zur Priifung dieser 
Frage angestellte Vergleichsversuche, in denen Gemische von Ferment 
saft und Methylglyoxallésung in gleicher Weise mit Alkoho] extrahiecrt 
wurden wie die Reaktionsgemische, ergaben, daB solche Extrakt 
nach dem viermaligen Abdampfen (s oben) dasselbe AuBerst 
ringe Reduktionsvermégen aufwiesen, wie die aus den alkoholischen 
Ausziigen der Fermentlésungen allein erhaltenen. Das besagt, (at 


Tul 


Fal 


un 
zen 
im 
zun 
Die 
hye 
di-} 
lief 


nace 


ler 

wer 
glei 
Mag 
mut 
an | 
den 


des. 











Isolierung von Methylglyoxal bei der Milchsd&ure-gérung. 247 


hae 
nicht reduzierende Produkte iibergegangen ist. Das _ ermittelte 
Reduktionsvermégen ist also auf Zucker zu beziehen. 


Methylglyoxal sich bei der Destillation verfliichtigt hat oder in 


4 Isolierung von Methylglyoxal. 

Die Abscheidung von Methylglyoxal geschah, wie wir schon friiher 
fur die Versuche mit Hefe beschrieben haben, nach Enteiweibung durch 
Fallang mit 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin-chlorhydrat. Das Methy!l- 
glvoxal-bis-di-nitro-phenylhydrazon setzte sich auch hier sehr gut ab 
und wurde nach zweistiindigem Stehen bei Zimmertemperatur ab- 
yentrifugiert, einmal mit sehr verdiinnter Salzsaure, einmal mit Wasser 
ind 2weimal mit Alkohol gewaschen. Fiir die Analyse wurde wiederum 
sunichst aus Pyridin und sodann aus Nitrobenzol umkristallisiert. 
Die Fermentlésungen allein gaben mit dem 2, 4-Di-nitro-phenyl- 
hydrazin keinen Niederschlag, ebensowenig die Losungen von hexose- 
di-phosphorsaurem Magnesium in gekochtem Fermentsaft. In der Kalte 
liefern die Phosphorsiure-ester, ebenso wie freie Hexosen, friihestens 
nach 3 bis 4 Stunden sparliche Niederschlage. 

Da in manchen Fiillen dem Saft zugesetztes Methylglvoxal wahrend 
ler Versuchsdaner durch das Fermentsystem zu einem gewissen Betrage 
weiter verarbeitet wurde, bestimmten wir die Abnahme stets in Ver- 
gleichsversuchen, in denen statt des hexose -di-phosphorsauren 
Magnesiums fertiges Methylglyoxal angewendet wurde. Den _ ..Dis- 
mutationswert’ setzten wir in die Bilanzrechnung ein. Der Schwund 
an zugefiigtem Ketonaldehyd ergab sich durch Fallung noch vorhan- 
denen Ketonaldehyds mit p-Nitro-phenylhydrazin-acctat und Wagung 
des Methylglyoxal-bis-p-nitro-phenylhydrazons nach Trocknung bei 120°. 


Bilanzversuche. 
Erster Bilanzversuch. 
Ansdtze. 
1. 500 ccm Fermentsaft (s. 8S. 244), 
100 ,, 9°.ige Magnesium-hexose-di-phosphat -lésung, 
6 .,, Toluol. 
100... Férmentsaft. 
20 ., Wasser, 
12 ,, Toluol. 
3. 100 ., Fermentsaft, 
20 ,, 0,23°,ige Methylglvoxal-lésung, 
8 « Deane. 
4. 100 ,, Wasser, 
20 = ,, 0,23°,ige Methylglyoxal-lésung, 
12 .,, Toluol. 


be 


Die Ansatze wurden 2 Tage bei 37° belassen. 
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l. Bestimmung der Phosphat-abspaltung. 


Menge des als anorganisches Phosphat vorhandenen Phosphors. 





Ansatz Versuchslésung ee | mg P 
Nr. ccm zu Beginn nach 2 Tager 
1 2.0 0,080 0,859 
2 4.0 0,086 0,109 


In 2 com des Hauptansatzes | sind also wahrend der Versuchsdaye; 
von 2 Tagen 0,770mg P, in 2cem des Kontrollversuchs 2 sind 
0,012 mg P abgespalten worden. Die in 2cem aus dem Hexose.(j 
phosphat entstandene Menge anorganischen Phosphors betragt dem. 
nach 0,770 — 0,012 =: 0,758 mg P. 

In den zwecks I[solierung des Methylglyoxals (s. 8.249) ver 
arbeiteten 486 ccm sind demnach aus dem Magnesium -hexose-di-phosphat 
0,1842 g P = 15,66 %, des urspriinglich vorhanden gewesenen organi 
schen Phosphors abgespalten worden. 


2. Analyse der bei Beendigung des Versuches vorhanden: 
Phosphorsdureester. 


25ecem von Ansatz 1, ferner 75 cem von Ansatz 2 wurden je mit 
der sechsfachen Menge absoluten Alkohols gefallt. Ausbeute 0.4130 g 
Substanz in 1. und 0,1134g in 2., d. h. aus 25cem von Ansatz | sin 
0,4130 — 0,0378 =: 0.3752 g Ester-phosphate plus Magnesiumphosphat 
erhalten worden. Diese wurden in 20cem Wasser gelést und dic 
Phosphatverteilung in der vorher 8S. 245 beschriebenen Weise ermitte!t 
Gefunden wurden: 
0,0110 g anorganischer Phosphor, 
0,0473 g Hexose-di-phosphat-Phosphor, 
0,0035 g Hexose-mono-phosphat-Phosphor. 
Somit ist die Zusammensetzung der aus 25 cem Reaktionsgemisc! 
abgeschiedenen P-haltigen Substanzen die folgende: 
0,0427 g Mg HPO, 
0,2931 g C,H,,0,(PO,Mg), 
0,0319 g C,H,, 0; . PO,Mg 


== 0.3677 g Gemenge der verschiedenen Phosphorsiureformen 


In dem verarbeiteten Anteil von 486 ccm, der zu Beginn 7.2" ¢ 
Magnesium-hexose-di-phosphat enthalten hatte, waren am Schlul) de> 
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Versuchs vorhanden 5,70g unverindertes Magnesium -hexose-di-phosphat 
ynd 0.62 g hexose-mono-phosphorsaures Magnesium, die aus 0.845 g 
Hex se-di-phosphat entstanden waren. 

DaB tatsichlich in den Fraktionen die typischen Zuckerphosphor- 
siuren vorlagen, haben wir besonders festgestellt. 

Der Hexose-mono-phosphat-Phosphor von 0.0035 g P in 25 cem 
Flissigkeit aus Ansatz 1 entspricht 0,0680 g P fiir den verarbeiteten 
Anteil von 486cem. Durch Subtraktion dieser Menge von dem ins- 
gesamt abgespaltenen Quantum Phosphor (0,1842 g, s. 8S. 248) erhalt 
man die Menge P, die der vollstandigen Hydrolyse des Di-phosphats 
mu freier Hexose entstammt; sie betragt 0,1842 —- 0.0680 0.1162g P. 
Diese 0.1162 g Phosphor sind entstanden durch Spaltung von 0,720 g 
hexose-di-phosphorsaurem Magnesium in Magnesiumphosphat und 
(3364 g Hexose- bzw. Methylglyoxal-hydrat. Es sind also in 486 ccm 
Reaktionsgemisch von 7,29 g angewandtem hexose-di-phosphorsaurem 
Magnesium 

5,696 g = 78.13% unangegriffen geblieben, 
0,843 g —- 11,56% tibergefiihrt in Hexose-mono-phosphat, 
0.720 g 9.88%, vollstandig dephosphoryliert. 


S = 7,259 g = 99.57%. 


3. Eine Untersuchung des alkoholischen Filtrats 
der Phosphatfallung auf Zucker 
wurde in diesem Bilanzversuch nicht vorgenommen, da nur Spuren 
reduzierender Substanz zugegen waren. 


4. Abscheidung von Methylglyoxal. 


500 cem von Ansatz 1, der 48 Stunden gestanden hatte, wurden 
mit 50 cem 20° iger Trichloressigsaure enteiweiBt. 535 cem des klaren 
Filtrats, entsprechend 486 ccm Reaktionsgemisch. wurden mit einer 
Lisung von 2 g 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin in 120 cem 2 n Salzsaure 
gefallt. Die Abtrennung und Reinigung des Niederschlags geschah 
in der von uns friiher geschilderten Weise. Rohausbeute 1,2 g Methyl- 
glyoxal-bis-di-nitro-phenylhydrazon, die 0.2499 g Methylglyoxal-hydrat 
anzeigen. Nach Umbkristallisation wurden folgende Analysenzahlen' 
gefunden: 

0,0589 g Substanz: 0,0904 g CO, und 0,0150 g H,O; 

0,0617 g - 13,93 cem N, (756 mm, 24°, 50°, KOH) 

C,sHy.N,O,. Ber.: C = 41,66, H = 2,80, N = 25,92°,; 
(432) gef.: C= 41,87, H= 2,85, N = 25,81%. 


1 Man darf nicht zu viel Substanz fiir die Verbrennungen nehmen, da 
leicht nitrose Gase unzerstért entweichen und dann zu hohe C-Werte und 
m niedrige N-Werte bedingen. 
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Zur Bestimmung der Menge des durch den Fermentsajt innerha 
zweier Tage weiter verarbeiteten Methylalyoxals wurden je 70 ccm der 
Ansatze 3 und 4 mit 7ccm 20° ,iger Trichloressigsiure versetzt jn 
je 66cem der klar filtrierten Lésungen (= 60 cem Reaktionsgem).! 
mit 0.2 g¢ p-Nitro-phenyl-hydrazin, gelést in wenig verdiinnter Essig 
saure, gefallt. 

Es wurden aus Versuch 3 (s. 8. 247) 0.0988 g und aus Versuch 4 
zur selben Zeit 0.1095 g Methylglyoxal-bis-p-nitro-phenylhydrazon ey 
halten. Daraus errechnen sich 0,0260 und 0.0288 g Methylglyoxa! 
hydrat; d. h. in 60 cem Reaktionsgemisch sind 0,0028 g Methylglyoxa! 
hydrat verschwunden, und in 486 cem waren 0.0227 g dieser Substan 
weiter umgesetzt worden. 

Um die wahre Menge des beim Abbau des Magnesium-hexos 
di-phosphats entstandenen Ketonaldehyds zu finden, miissen die i) 
den verarbeiteten 486 cem verbrauchten 0.0227 g Methylglyoxal-hydrat 
zu der isolierten Menge von 0,250 g hinzugezihlt werden. Es sind als 
aus 0.720 g Hexose-di-phosphat (s. 8.249) baw. 0.3364 g Hexose 0.2729 
CH,.CO.CHO +. H,O, d.h. 81°, der Theorie entstanden. 

Fin 

zweiter Bilanzversuch, 
der sich von dem ersten nur darin unterschied, daB der Fermentsafi 
aus einer anderen Bakterienkultur desselben Stammes bereitet worde: 
war, lieferte felgende Resultate: 


Von 7,29 g vorhanden gewesenem hexose-di-phosphorsaure: 
Magnesium sind: 

5,497 g = 75.40% unangegriffen geblieben, 

0,769 g = 10,55% tibergefiihrt in Hexose-mono-phosphat 


0,784 g — 10.75% vollstandig dephosphoryliert. 
S = 7,050 g = 96.70%. 

[soliert wurden 1,35 g Methylglyoxal-bis-di-nitro-phenylhydrazon 
diesen sind 0.2811 g Methylglyoxal-hydrat aquivalent. 

Von Methylglyoxal-hydrat wurden weiter umgewandelt 0.01%» ¢ 

Es sind somit 0.2811 + 0,0T98 = 0.3009 g CH, .CO.CHO— H,0 
gebildet worden, wahrend sich fiir 0,784 g Magnesium-hexose-di-pho- 
phat 0.3668 g berechnen. Die Ausheute betragt also 82°,, der Theorw 

Ein 

dritter Bilanzversuch 


wurde mit einem anderen Praparat von hexose-di-phosphorsauren 
Magnesium und ebenfalls einer neuen Fertigung von Fermentsaft «1 
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vstellt. AuBerdem war das Verhaltnis von Fermentsaft zu etwa 
4° wer Lésung von hexose-di-phosphorsaurem Magnesium, das in den 
ppsten beiden Bilanzen 5:1 war, hier 2: 1. 


Die Zusammensetzung der Ansitze war die folgende 


|. 400 com Fermentsaft, 
200 ,, 8,85 °Gige Lésung von hexose-di-phosphorsaurem Magnesium, 
6 .. Toluol. 


» 100 ,, Fermentsaft, 
50 ., Wasser, 
15 .,, Toluol. 


3. 100 ,, Fermentsaft, 
50... 0,1 °%oige Methylglyvoxal-lésung, 
15 ,,  Toluol. 


1. 100 ,, Wasser, 
50 ., 0,1 °%ige Methylglyoxal-lésung, 
15 . Toluol. 


Versuchstemperatur 37°; Dauer der Versuche 2 Tage 


Zur Isolierung des Methylglyoxals dienten 350cem und = zur 
Fillung der verschiedenen Phosphat-formen mit Alkohol 75 cem des 
teaktionsgutes. 

Die Phosphor-bestimmungen ergaben eine Abspaltung von 
48.8 mg P = 14.94 % des urspriinglich vorhanden gewesenen orga- 
aischen Phosphors fiir 350 cem Versuchslésung. Von den in 350 cem 
\nsatz 1 zur Verfiigung gewesenen 10,32 g hexose-di-phosphorsaurem 
Salz sind nach dem Gang der bei der ersten Bilanz beschriebenen 
\nalysenmethoden : 


8.2105 g — 79.56°%, unangegriffen geblieben, 
0.6185 g 5,.99°, in Hexose-mono-phosphat tibergefiihrt 
1,3140 g — 12.73%, vollstandig dephosphoryliert 


S = 10,1430 g = 98.28%. 


Isoliert wurden 1,84 g Methylglyoxal-bis-di-nitro-phenylhydrazon, 
| h. 0.3832 g Methylglvoxal-hydrat. Durch Fallung der Vergleichs- 
ersuche 3 und 4 mit p-Nitro-phenyl-hydrazin wurde in 100 cem eine 
\bnahme von 0,0046 g Methylglyoxal-hydrat gefunden; fiir 350 cem 
betrug der Verlust an Ketonaldehyd infolge Verbrauchs (Dismutation) 
ilso 0.0161 g, so daB insgesamt 0.3832 + 0.0161 = 0.3993 g CH, .CO 
CHO + H,O gebildet worden waren. Da aus den 1,314 g volistandig 
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dephosphoryliertem Magnesium-hexose-di-phosphat (s. oben) 0.6) 4s, 
Hexose entstanden sein miiBten, betrug die Ausbeute an Methylg]) o xa) 
(berechnet auf gespaltenes Diphosphat) hier nur 65°, der Theor 
Die analytische Zusammensetzung des bei diesem Versuch js 
lierten Methylglyoxal-bis-di-nitro-phenyl-hydrazons war die folgen¢ 
0.0601 g Substanz gaben 0.0918 g CO, und 0.0153 g H,O 


0.0543 g “ gaben 12.37 cem N (23°, 755 mm, 50°, KOH 


Cy;HjgN,gO,. Ber.: C= 41,66%, H= 280%, N= 25,93 
(432) gef.: C= 41,67%, H= 285%, N= 26,0 


Bei diesem Bilanzversuch wurde auch das alkoholische Filtra 
der Magnesiumsalz-niederschlage untersucht. Der aus dem Haupt 
versuch gewonnene Anteil zeigte eine Reduktion, die bei Berechnung 
auf Fructose fiir 350cem Reaktionsgut einem Gehalt von 0.332 ¢ 
Hexose entsprach. Der alkoholische Extrakt des Vergleichsversuchs 
enthielt bei gleicher Berechnungsweise in derselben Menge Reaktions 
gemisch 0,119 g Zucker. Die aus dem zugesetzten Hexose-di-phosphat 
entstandene alkohollésliche, reduzierende Substanz entsprach als 
0,332 — 0,119 = 0,213 g Fructose. Das Fehlingsche Lésung reduzieren(: 
Material bestand aber nicht vollkommen aus Zucker, sondern, wenn 
auch nur zum kleinsten Teil, aus phosphoryliertem Kohlenhydrat ; diese 
geht daraus hervor, dab fir die gleiche Menge der Versuchsfliissigkeit | 
(also fiir 350cem) in dem Alkoholextrakt ein Gehalt von 10,20 mg 
organisch gebundenem Phosphor nachgewiesen wurde. Wegen diese 
geringen Quantitat und aus Mangel an Material haben wir eine nihere 
Untersuchung des im Alkohol gelésten Zuckers und Phosphorsiur 
esters nicht vornehmen kénnen. 

Jedenfalls diirften die fehlenden 0.2155 g dephosphorylierter Hexo» 
(s. 8.251 u. 252) durch die 0.213g im Alkohol gefundenen Zucker 
gedeckt sein. Somit betragt die Ausbeute an Methylglyoxal praktisc! 
100°, des gespaltenen Zuckers. Damit ist erwiesen, da 2 Mol Methy! glv 
glyoxal-hydrat einem Mol Zucker entstammen. 

Die folgende neue Serie von Bilanzversuchen wurde angestellt. un 
den Einflug der Konzentration des Hexose-di-phosphats auf die Methy 
glyoxal-bildung zu untersuchen. Zu allen Ansitzen wurde das gleicl 
Magnesiumsalz und das gleiche Fermentpraparat benutzt. 


1. 150 cem Fermentlésung, 
75 ., 12,55 %ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung. 


3 ., Toluol. 


2. 150 cem Fermentlésung, 
75 ,, 8,37°% ige Hexose-di-phosphat-lésung, 
3 ,, Toluol. 





he 
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3. 150 com Fermentlésung, 
75 ,, 4,18°% ige Hexose-di-phosphat-lésung. 
3. ., Toluol. 


4. 100 cem Fermentlésung, 
50 =... Wasser, 
S: ~ Babe. 


5. 50 cem Fermentlésung, 
25 = =,, 0,25°% ige Methylglyoxal-lésung, 
0,8 ,, Toluol. 


é. 50 ecm gekochte Fermentlésung, 
25, 0,25°%ige Methylglyoxal-lésung, 
0.8,, Toluol. 


7. 50 cem Wasser, 
25 ,, 0,25° ige Methylglyoxal-lésung, 
0.8 ,, Toluol. 


8. 30 cem Fermentlésung, 
15 ,, 0,5° ige Methylglyoxal-lésung, 
0,5,, Toluol. 


9. 30 cem gekochte Fermentlésung, 


15 ,, 0,5°%ige Methylglyoxal-lésung, 
0,5,, Toluol. 


10. 30 cem Wasser, 
15 ,, 0,5%ige Methylglyoxal-lésung, 
0,5,, Toluol. 


Die Versuchstemperatur war wieder 37° und die Dauer der Versuche 
2 Tage. 


Je 150 cem der Ansiitze 1 bis 3 wurden zur Isolierung des Methy!- 
glvoxals und je 40 cem zur Fallung mit Alkohol verwendet. 


Zu Beginn der Versuche waren vorhanden in 


150 cem Ansatz 1 = 6,275 g Magnesium-hexose-di-phosphat, 
150 ,, 3, 2= 4,185g : 
150 ” 9 3 2.090 +4 


In 150 cem wurden wihrend der Versuchsdauer abgespalten in 


Ansatz | 157,66 mg P = 15,57, ) des au Beginn vor- 
a ae 127.30 ,, P 18,85 °,, } handenen organischen 


3 87,15 ,, P 25,84 %, Phosphors. 
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Die Analysen der Phosphatformen ergaben folgende Vert: 
bzw. Aufteilung des zur Verfiigung gestandenen Di-phosphats: 
Von 6.275 g hexose-di-phosphorsaurem Magnesium in Ans: 


waren 
5,135 g 81.83°., unangegriffen geblieben, 
0.443 g 7,06°., in Hexose-mono-phosphat. itiber 
gefiihrt und 
0,702 g 11,19°,, vollstandig de-phosphoryliert 
S = 6.280 g 100,08 °°, 
Von 4,185 g Magnesium-hexose-di-phosphat in Ansatz 2) ware 


3,215 g 76,89°,, unangegriffen geblieben., 
0,234 g 5,59°, in Hexose-mono-phosphat tibergefiihr 


0,623 g = 14,89°,, vollstandig dephosphoryliert. 





S = 4,072 g = 97.37°, 
Von 2,090 ¢ Magnesium-hexose-di-phosphat in Ansatz3 war 


1.442 g 68,99°., unangegriffen geblieben, 
0,155 g 7,42°,, in Hexose-mono-phosphat tibergefulir 
0,423 g — 20,24°., vollstandig dephosphoryliert. 


Ss 2,020 g 96,65 °,.. 


Isoliert wurden aus je 150 ccm 


des Ansatzes 1: 0,78 g Methylglyoxal-bis-di-nitro-phenylhydraz 
0.1624 g Methylglyoxal-hydrat, 

2: 0.57 g Methylglyoxal-bis-di-nitro-phenylhydraz 
0.1187 g Methylglyoxal-hydrat, 

3: 0,36 g Methylglyoxal-bis-di-nitro-phenylhydraz: 
== 0.0750 g Methylglyoxal-hydrat. 


Die Fallung von je 60 ccm der mit Trichloressigsaure enteiweilite: 
Vergleichslésungen 5 bis 7 und von je 30 cem der Fliissigkeiten aus (le! 
Ansiitzen 8 bis 10 mit p Nitro-phenylhydrazin-acetat ergab die gleich: 
Menge Bis-hydrazon-niederschlag. Eine sekundare Dismutation ‘c- 
Methylglyoxals durch das Fermentsystem hat also in dieser Versuc!i- 
serie nicht stattgefunden. 

Da aus 0,702 g vollstandig de-phosphoryliertem Di-phosphat « 
Ansatz 1 0.3285 g Hexose entstanden sind, aus 0,623 g in Ansaty 
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20/5 g¢ Hexose und aus 0,423 g in Ansatz 3 0.1979 g Hexose hervor 
ugen sind, so betragt die Methylglvoxal-ausbeute in 
Ansatz | 49.5°., der Theorie, 
2 40.7%, 
3 37,9% 


ediglich bezogen auf vollstandig aufgespaltenes Di-phosphat (s. 8. 254). 


Die Bestimmung der Reduktionskraft des alkoholischen Extrakts 
ergab aber fiir den zur Bilanz-aufstellung benutzten Anteil, nach Ab- 
ug des im Vergleichsversuch gefundenen Zuckergehalts. in 

Ansatz | — 0,166 g¢ Hexose, 
2 0.135 ¢ 
3 0,072 g 

In den alkoholischen Ausziigen aus den Ansitzen | und 2 wurde 
lie gleiche Menge organisch gebundener Phosphor gefunden, wie in dem 
les Vergleichsansatzes 4. Der 150 ccm Versuchslésung entsprechende 
ikoholische Extrakt von Ansatz 3 enthielt nach Abzug des im Kontroll- 
ersuch gefundenen Wertes nur 2,51 mg Phosphor in organischer 
Bindung. Die Menge ist so gering, daB der Gehalt an alkoholléslichem 
Phosphorsaure-derivat vernachlassigt werden kann. 


Berechnet auf das vollstandig de-phosphorylierte Hexose-di-phosphat 
s. 8. 254) betrug die Ausbeute an Hexose in je 150 cem von , 
Ansatz | 50.5°,, der Theorie. 
2= 463%, 
3 364°, 
Die Methylglyoxal-ausbeute belief sich in 
Ansatz 1 auf 49,5°,, der Theorie, 
3. Gis 
> » HAY 


Demzufolge sind an dephosphoryliertem Kohlenhydrat insgesamt 


wiedergefunden in 


Ansatz 1 = 100,0°, der Theorie, 
2'=- 87,0% 
3 743°, 














256 C. Neuberg u. M. Kobel: 


Beriicksichtigt man, daB von dem Zucker, der durch totale [ 
phosphorylierung des Substrats gebildet ist, die oben angegeleney 
Mengen Zucker als solche vorhanden sind, so betragt die fatsdc//irj, 
Ausbeute an Methylglyoxal in 


Ansatz 1 = 100°, 
2= 7%, 


3=— 60°. 


B. Einflu8 von Coferment. 


Die Ergebnisse der nachstehenden Untersuchungen fiihren vor. 
laufig zu dem SchluB, daB die Methylglvoxal-bildung in den Versuchen 
mit Fermentsaft auf einem Mangel oder vollstandigen Fehlen eines ( 
ferments beruht, das zur Dismutation des Methylglyoxals erforder 
lich ist. 

Zu den Ansitzen von Enzymsaft plus Hexose-di-phosphat  hinzu 
gefiigtes Coferment, das aus frischer Patzenhofer Unterhefe in iiblicher 
Weise dargestellt worden war, hemmte bzw. verhinderte die Methy| 
glyoxal-bildung und brachte dem Fermentsaft zugesetztes Methy! 
glyoxal zum Verschwinden. 

In den ersten Versuchsserien mit Saft priiften wir auf die An 
wesenheit von Methylglyoxal nur qualitativ durch Fallung mit 
p-Nitro-phenylhydrazin-acetat! und 2, 4 Di-nitro-phenylhydrazin-chlor- 
hydrat. 





Methylglyoxal 
Ansatze —— 
nach 1 Tag nach 2 Tagen 
1. 20 cem Fermentsaft, | 
5 ., 15°%ige Magnesium-hexose-di- 
phosphat-lésung, oe. +++4 


5 , H,0, 

03, Toluol | 
2. 20 ., Fermentsaft, 

5 , 15% ige Hexosephosphat-lésung, | | 

5 . Hefenkochsaft, | | 

0,3, Toluol 


1 Die qualitativen Proben kénnen auch hiermit vorgenommen werden. 
fiir die quantitativen Bestimmungen sowie fiir die Analysen des desmolyt is! 
erzeugten Ketonaldehyds empfiehlt sich die Heranziehung des di-nitriertet 
Produkts. 
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03, 
1. «6 
2 » 
5 ” 
O38. 
20 
l » 
ee 
O03, 
6. 20 
50 
Se. %« 
O38. 
7. 20 
2 e 
as 
D> « 
03, 
s 20 
as 
S « 
03, 


Ansatze 


Fermentsaft, 


0,5 %oige Methylglyoxal-losung, 


Wasser. 
Toluol 


Fermentsaft, 


0,5 %ige Methylglyoxal-lésung, 


Wasser, 
Toluol 


Fermentsaft, 


0,5 %ige Methylglyoxal-losung, 


Wasser, 
Toluol 


Fermentsaft, 


0,5°% ige Methylglyoxal-losung, 


Kochsaft, 
Toluol 


Fermentsaft, 


0,5 °%ige Methylglyoxal-lisung, 


Wasser, 
Kochsaft, 


Toluol 


Fermentsaft, 


0,5 %ige Methylglyoxal-lésung, 


Wasser, 
Kochsaft, 
Toluol 


Methylglyoxal 
nach 1 Tag nach 2 Tagen 
| +++ - ++++ 
: oe a 
: a 
= 2 





In der folgenden Versuchsserie wurde die A®nahme des dem Saft 
zugesetzten Methylglyoxals bei Gegenwart von Coferment quantitativ 
bestimmt durch Fallung eines aliquoten Teiles (27 cem) des ent- 
eiweiBten Reaktionsgemisches mit je 0,2 g 2,4 - Di-nitro- phenyl- 
hydrazin in salzsaurer Lésung und Wagung des Bis-hydrazons. 


Zusammensetzung der Ansatze: 


1. 30 


10 
0.5 ., Toluol. 


ecm Fermentsaft, 


» 0,8°%ige Methylglyoxal-lésung, 


Wasser, 


he Zeitschrift Band 207. 
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2. 30 ccm Fermentsaft, 
5 » 9,8°% ige Methylglyoxal-lésung, Mi 
5 » Wasser, ee 
5 » Hefenkochsaft, a 
0,5 Toluol. W 
3. 30 cem Fermentsaft, ~ 
5 » 0,8°%ige Methylglyoxal-lésung, a 
10 Hefenkochsaft, ° 
GS ee Toluol. “4 
4. 30 cem gekochter Fermentsaft, sh 
5 » 0,8°%ige Methylglyoxal-lésung, 
10 Wasser, 
0,5 Toluol. = 
Tre 
5. 30 ccem gekochter Saft, . ph 
5 » 0,8°% ige Methylglyoxal-lésung, kat 
10 Hefenkochsaft, hal 
0,5 Toluol, ein 
6. 40 ccm Wasser, art 
_ 0,8 °4ige Methylglyoxal-lésung, 
05 Toluol. har 
7. 35 cem Wasser, um 
5 0.8% ige Methylglyoxal-lésung, mn} 
5 Hefenkochsaft, Tre 
0.5 ,,  Toluol. ruc 
8. 30 cem Wasser, - 
5 ~=,,_~—«-0,8 %ige Methylglyoxal-lésung, ric 
10 Hefenkochsaft, ye 
0.5 ,,  Toluol. Br 
ver 
Die Reaktionsgemische wurden im Brutschrank aufbewahrt, nach hah 
2 Tagen mit Trichloressigsiure enteiweiBt und mit salzsaurem Di-nitro- salt 
phenylhydrazin gefaillt. Von den in 27 cem zu Beginn vorhandene — 
0.0240 g Methylglyoxal wurden wiedergefunden in 
Ansatz 1 = 0,0232 g CH, .CO.CHO, 
2= 0,0126 g CH,.CO.CHO, 
3 = 0,0034 g CH,.CO.CHO, 9 
4= 0,0242 g CH,.CO.CHO, 
5 = 0,0163 g CH,.CO.CHO, 
6 = 0,0244g CH,.CO.CHO, 
7 0,0206 g CH, .CO.CHO, 
8 = 0,0164 g CH,.CO.CHO. 
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Diese Daten lehren, daB der verwendete Fermentsaft nur minimale 
\engen Coferment enthielt und dab (in Form von Hefenkochsaft) zu- 
getugtes Coferment (s. Ansatz 2 und 3) eine weitgehende Dismutation 
des Ketonaldehyds bewirkte. Hefenkochsaft allein, zugesetzt zu einer 
wasserigen Methylglyoxal-lésung oder zu einer Lésung des Keton- 
aldehyds in gekochtem Fermentsaft, rief ebenfalls eine, allerdings sehr 
viel geringere Abnahme des Methylglyoxals hervor. Ob dieses Ver- 
schwinden auf der Wirkung eines Ferments, das im Hefenkochsaft 
noch vorhanden ist, oder auf der rein chemischen. von uns aufgedeckten 
Reaktion von Methylglyoxal mit den im Kochsaft enthaltenen Eiweib- 
abbauprodukten! beruht, muB noch geklart werden. 


Die mit Alkohol-Ather getrockneten Bakterien enthalten gerade 
« viel Coferment, dab man bei Verwendung einer geringen Menge von 
Trockenbakterien und einer hohen Konzentration an _hexose-di- 
phosphorsaurem Salz aus letzterem eben noch Methylglyoxal isolieren 
kann. Entsprechend bringt eine ebenso kleine Menge Trocken- 
bakterien zugesetztes Methylglvoxal nicht zum Verschwinden, wahrend 
eine gréBere Quantitat desselben den Ketonaldehvd quantitativ ver- 
arbeitet. 

Das in dem Alkohol-Ather-Trocken-Praparat der Bakterien vorr 
handene Coferment geht nur zu ganz geringem Teil in den Saft tibe- 
und ist demgemaB in dem ausgewaschenen Riickstande der Bakterien 
in praktiseh der gleichen Menge vorhanden wie in dem nicht extrahierten 
Trockenpraparat. Versuche mit dem ausgewaschenen Bakterien- 
rickstand geben deshalb auch ein ahnliches Resultat wie die mit den 
Alkohol-Ather-Trocken-bakterien selber angestellten. Auch hier fiihrte 
uur eine hohe Konzentration an hexose-di-phosphorsaurem Salz zu 
eiem wahrnehmbaren Auftreten von Methylglyoxal, wahrend bei 
geringer Konzentration an Substrat genau wie wir es in noch un- 
veroffentlichten Versuchen mit frischen Bakterien Delbriicki gefunden 
haben — eine quantitative Spaltung des Hexose-di-phosphats in Milch- 
sire statthat. 





; Methylglyoxal 
Ansatze — petite - 

nach 1 Tag nach 2Tagen nach 3 Tagen 
|. 02g Trockenbakterien, 


20 com Wasser, 


phosphorsaurem Magnesium, 


10 , 15%ige Lésung von hexose-di- | + r t 
03. Toluol 


' ©. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 185, 477; 188, 197, 1927. 











?HO 
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9 


~] 


Ansatze 


0,5 g Trockenbakterien, 


20 cem Wasser, 


10 , 15% ig. Hexose-di-phosphat-lisung, 


03, Toluol 


10g Trockenbakterien, 
20 cem Wasser, 

i 
03, Toluol 


0.2 g Trockenbakterien, 
25 com Wasser, 


5 , 15% ig. Hexose-di-phosphat-losung, 


03, Toluol 


0.5 g Trockenbakterien, 
25 com Wasser, 


5 ., 15% ig. Hexose-di-phosphat-lésung, 


0,3 » Toluol 


1,0g Trockenbakterien, 
25 com Wasser, 


5 , 15% ig. Hexose-di-phosphat-lésung, 


03, Toluol 


0,2 g Trockenbakterien, 
25 ccm Wasser, 


_5 , 04%ige Methylglyoxal-lisung, 


03. Toluol 


0.5¢ Trockenbakterien, 
25 ecm Wasser, 


5 , 0,4%ige Methylglyoxal-lisung, 
03. Toluol 


1,0g Trockenbakterien, 
25 ecm Wasser, 


5 , O4%ige Methylglyoxal-lésung, 


0,3. Toluol 


Die Methylglyoxal-bildung in den Versuchen mit Bakterienriick- 
stand wird vollkkommen unterbunden, wenn auber dem vorhanden 
Coferment noch fremdes eigens zugesetzt wird. 


15° ig. Hexose-di-phosphat-losung. 


nach | Tag 


| 
| 


Methylglyoxal 


Spur Spur 
Spur Spur 
++ 

+ 


' 


nach 2 Tagen | nach 31 acc; 


. 
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Methylglyoxal 


Versuche - ot" met - 
nach 4 Std. nach 1 Tag nach 2 Tagen 


cem aufgeschwemmter Rickstand (siehe 
248), | | 
. on + + Spur 
10 , 80% ige Hexose-di-phosphat-lésung, | 
13. Toluol 
» 20 ., aufgeschwemmter Riickstand, 
¥ ‘ 30oige Hexose-di-phosphat-losung, | : Sper 
» . Wasser, | 
13. Toluol 


2”) . aufgeschwemmter Rickstand, 

20% ige Hexose-di-phosphat-lésung, 
5 . Wasser, 

03, Toluol 





Spur 





20 =. ~=«aufgeschwemmter Rickstand, 
5 . 10% ige Hexose-di-phosphat-losung 
> . Wasser, 


03. Toluol | 
20 =. aufgeschwemmter Riickstand, 
5 , 80% ige Hexose-di-phosphat-losung, | 
5 , Hefenkochsaft, | 
03. Toluol 
20. anufgeschwemmter Riickstand, 
. O05%ige Methyloxalat-losung, | 
5 . Wasser, | eT : x 
0.3.  Toluol 
20, aufgeschwemmter Rickstand, 
5 , 0,5°%ige Methylglyoxal-losung, | 
5 , Hefekochsaft, | i 
03. Toluol 

Bei Wiederholung des Versuchs 4 in gréBerem MaBstabe und durch 
lsolierung der gebildeten Milchsiure zeigte sich, da das hexose-di- 
phosphorsaure Magnesium quantitativ zu Milchsaure desmolysiert war. 
bestimmungen der anorganisch gebundenen Phosphorsiure zu Beginn 
md am Ende des Versuchs ergaben eine Phosphat-abspaltung von 
WS". der Theorie. 


Die Isolierung der Milchséure geschah in bekannter Weise durch 
Extraktion mit Ather. Das Reaktionsgemisch wurde zundchst neutralisiert, 
m Faust-Heimschen Verdunstungskasten eingeengt, mit Phosphorsdure 
~hwach sauer gemacht und mit gegliihtem Natriumsulfat zu einem meh!|- 
tigen Pulver verrieben. Dieses wurde 10 Stunden im Soxhlet-apparat 
\trahiert. 
Wasser aufgenommen und zur Entfernung fliichtiger 


Nach Verdampfen des Athers wurde der Riickstand mit 
Saéuren kurze 
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Zeit gekocht. Darauf wurde mit Bleicarbonat erhitzt, nach A) 
kiihlung, von unldslichen Bleisalzen abgesaugt, das Filtra: 
Schwefelwasserstoff behandelt und nach Entfernung gelésten Sehwe, 
wasserstoffs mit reinem Zinkhydroxyd gekocht. Von dessen Ubersel 
wurde heif abfiltriert und die klare Lésung auf dem Wasserbad einge: 
Sie lieferte nach einmaligem Umbkristallisieren reines, inaktives 7Z))| 
lactat; die Mutterlauge wies eine sehr geringe Rechtsdrehung aut. 


Aus 7,15 g Magnesium-hexose-di-phosphat wurden 5.45 ¢  |uft 
trocknes Zinklactat erhalten. Da aus 7,15 g Magnesium-hexose.( 
phosphat 5,53 g des wasserhaltigen inaktiven Salzes entstehen kénne 
betragt die Ausbeute 98,5", der Theorie 

0.1563 g lufttrockne Substanz gaben beim Trocknen 0.0285 g H,() 
ab und lieferten beim Veraschen 0,0248 g ZnO. 


(C,H;0,).Zn + 3H,O. Ber.: H,O 18,18°,, ZnO= 2 
gef.: H,O 18.23°,. ZnO 27.38 


‘Den Herren Dr. B. Lanzet und Dr. M. Scheuer sowie Frau G../ 
sind wir fiir ihre Hilfe zu Dank verpflichtet. 














